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1. RESUMEN 
La respuesta a proteínas mal plegada (UPR) es una vía de señalización asociada al retículo 
endoplásmico (ER). Normalmente, las proteínas sintetizadas en el ER que no logran adquirir 
su conformación nativa se degradan por un mecanismo denominado degradación asociada a 
retículo (ERAD). Sin embargo, si este mecanismo falla en degradar proteínas no plegadas / 
mal plegadas, éstas son retenidas en el ER activando la UPR. Durante este proceso un 
conjunto de genes que pueden ayudar al plegamiento correcto de las proteínas son regulados 
positivamente a nivel transcripcional y traduccional. Estudios recientes sobre Arabidopsis 
thaliana y arroz identificaron una vía de señalización en las cual una proteína transmembrana 
de ER llamada IRE1 cataliza el empalme citoplasmático y no convencional de un ARN 
mensajero conduciendo a la síntesis de un factor de transcripción activo capaz de activar los 
genes de respuesta a UPR. Este factor de transcripción se conoce como bZIP60 en 
Arabidopsis y bZIP50 en arroz. Informes recientes han mostrado que dos agentes químicos 
clásicos utilizados para inducir la UPR (tunicamicina y DTT) activan el procesamiento de 
bZIP60. Sin embargo, la dinámica y la temporalidad del empalme no convencional son 
desconocidas. Adicionalmente, condiciones fisiológicas en la planta como la acumulación de 
la fitohormona, ácido salicílico (SA) y estrés por calor; también pueden inducir el 
procesamiento de bZIP60. En dichas condiciones, bZIP60 procesado, es apenas detectable al 
utilizar electroforesis en geles de agarosa como instrumento analítico. En esta tesis se 
propone que el empalme no convencional de bZIP60 podría ser analizado mediante 
electroforesis capilar, debido a su capacidad de alta resolución y posible cuantificación. 
Como una prueba de concepto, se analizó la dinámica y temporalidad del procesamiento del 
gen bZIP60 en las plantas tratadas con tunicamicina, DTT, SA y calor. Los resultados indican 
que el procesamiento de AtbZIP60 es un proceso dinámico y su ocurrencia y la magnitud es 
estímulo-dependiente. Además, el procesamiento AtbZIP60 en diferentes tejidos de plantas 
con o sin estrés, sugiere que la activación del UPR es un proceso tejido específico. Por otra 
parte, el análisis en plantas mutantes que carecen de otros componentes de la señalización de 
la UPR,  indican que la rama IRE1 / AtbZIP60 no compensa la ausencia de otros 
componentes tales como bZIP28 bajo condiciones de estrés de ER. En su conjunto los 
resultados sugieren que el procesamiento de AtbZIP60 es un proceso altamente regulado y 
que eso no depende únicamente de los estímulos, sino más bien de cómo cada tejido percibe 
dichos estímulos.  
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1.1 SUMMARY 
The unfolded protein response (UPR) is a signaling pathway associated with the endoplasmic 
reticulum (ER). Normally, proteins synthetized on the ER that fail to acquire their native 
conformation are degraded by a mechanism termed ER-associated degradation (ERAD). 
Nevertheless, if this mechanism fails to degrade unfolded/misfolded proteins, these are 
retained in the ER triggering the UPR. During this process a set of genes that can assist the 
correct folding of proteins are up regulated at transcriptional and translational level. Recent 
studies on Arabidopsis thaliana and rice identified a signaling pathway in which an ER 
transmembrane protein called IRE1 catalyzed the unconventional cytoplasmic splicing of a 
transcription factor mRNA leading to the synthesis of an active transcription factor capable of 
activating the UPR-responding genes. This transcription factor is known as bZIP60 in 
Arabidopsis and bZIP50 in rice. Recent reports have shown that two classical chemicals used 
to induce the UPR (tunicamycin and DTT) activate the processing of bZIP60. Nevertheless 
the dynamics and temporality of the unconventional splicing is unknown. Additionally, 
physiological conditions on the plant such as the accumulation of the plant hormone salicylic 
acid (SA) and heat stress can also induce the processing of bZIP60. In these conditions, 
bZIP60 processed is barely detectable using agarose gel electrophoresis as an analytical tool. 
In this thesis we propose that the non-conventional splicing of bZIP60 could be analyzed 
using capillary electrophoresis, due to its high resolution capability and possible 
quantification. As a proof of concept the dynamic and temporal processing of bZIP60 gene 
was analyzed in plants treated with tunicamycin, DTT, SA and heat. The results indicate that 
the processing of AtbZIP60 is a dynamic process and its ocurrence and magnitude is 
stimulus-dependent. In addition, AtbZIP60 processing in different plant tissues with or 
without stress suggests that UPR activation is a tissue specific process. On the other hand, 
analyses on mutants that lack other components of the UPR pathway indicate that the 
IRE1/AtbZIP60 branch of the UPR does not compensate the absence of other components 
such as bZIP28 under ER stress conditions. Taken together, the results suggest that the 
processing of AtbZIP60 is a highly regulated process that that does not depend solely on 
stimuli but rather how each tissue perceive these stimuli. 
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2. INTRODUCCIÓN 
En eucariontes, el retículo endoplásmico (ER) consiste en una estructura tridimensional en 
donde ocurre la síntesis y plegamiento de proteínas ya sea de membrana como de secreción. 
Este ensamble y plegamiento es necesario para la correcta estructura, función y destinación 
de las proteínas nacientes (Iwata y Koizumi, 2005). Para llevar a cabo el  plegamiento 
proteico, es necesario que las proteínas sean constantemente revisadas y modificadas por un 
estricto control de calidad  presente en el ER para garantizar su correcta estructura y futura 
función.   
2.1 Control de calidad del retículo endoplásmico (ER-QC) 
Para un satisfactorio recorrido a través de control de calidad del ER, es necesaria la síntesis 
previa de un árbol glucosídico la cual comienza en la cara citosólica de la membrana del ER 
en donde un monómero de N-acetilglucosamida es anclado a una molécula de dolicol 1-P 
ayudada por la acción de una enzima transferasa de N-acetilglucosamida 1-P (GPT) 
(Lehrman 1991). Posteriormente más azúcares se agregarán  - a este árbol glucosídico - hasta 
alcanzar una estructura conformada por 5 manosas y 2 N-acetilglucosamidas, ocurriendo una 
translocación, comandada  por una flipasa bidireccional desde la cara citosólica de ER hacia 
el lumen de este organelo (Hirschberg y Snider 1987). A continuación, y ayudadas por 
diversas proteínas, se irán agregando azúcares hasta conformar un árbol glucosídico 
compuesto por 3 glucosas, 9 manosas y 2 N-acetilglucosamidas (Glc3Man9GlcNAc2). A su 
vez, a las proteínas que necesitan ser glicosiladas se les transferirá este árbol glucosídico 
mediante la acción de la enzima Oligosacarosiltransferasa (OST) (Helenius y Aebi 2004), la 
cual es capaz de reconocer una secuencia de N-glicosilación (Asn-X-Ser/Thr) en las proteínas 
nacientes (Pless et al. 1977; Helenius y Aebi  2004). Una vez hecho esto, las proteínas 
glicosiladas pueden ser modificadas para su posterior entrada al control de calidad, del cual 
forma parte el ciclo calnexina/calreticulina (Helenius y Aebi.2004; Li et al. 2012). La primera 
enzima que actúa en este ciclo, es conocida como Glucosidasa I, la cual remueve la primera 
glucosa del árbol Glc3Man9GlcNAc2. Posteriormente la  Glucosidasa II removerá la segunda 
glucosa dejando expuesta la última glucosa presente en el árbol glicosídico. A continuación, 
la glicoproteína modificada en su árbol puede ser  reconocida por Calnexina (CNX), una 
enzima hospedada en la membrana del ER o Calreticulina (CRT) una proteína soluble en el 
lumen del ER. Estas proteínas son calmodulinas pertenecientes al grupo de las lectinas 
(Bergeron et al. 1994; Michalak et al. 1998; Gupta et al. 2011). Tanto CNX como CRT 
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actúan como chaperonas reclutando también otras chaperonas o “foldasas” en el ER, 
ayudando en el plegamiento proteico. Algunas de las proteínas reclutadas son las proteínas 
disúlfuro isomerasas (PDI) o las tiol-disúlfuro oxidoreductasas. Estas tienen como función, 
catalizar la formación de puentes disúlfuro entre residuos de cisteína asistiendo el 
plegamiento correcto de las proteínas nacientes (Fassio y Sitia 2002). Durante el proceso de 
plegamiento, la enzima denominada Glucosidasa II remueve la tercera glucosa del árbol, 
permitiendo así la liberación de la glicoproteína (Helenius et al. 2004). Sin embargo, cuando 
la glicoproteína no se encuentra correctamente plegada, la enzima UDP-Glucosa 
Glicosiltransferasa (UGGT) agrega nuevamente una glucosa al oligosacárido GlcNAc2-
Man9, permitiendo que nuevamente entre al ciclo de CNX/CRT. (Helenius et al. 2004; Jin et 
al. 2007). Finalmente las proteínas son removidas del ciclo CNX/CRT mediante la remoción 
de una manosa por medio de la enzima α(1,2)-manosidasa I localizada en el RE (Ruddock et 
al. 2006). Comparado con los pasos anteriores, esta reacción puede ser lenta, permitiendo 
varias rondas por el ciclo CNX/CRT. Si aun así existen proteínas que no alcanzaron su 
conformación nativa, otra manosa externa será removida por medio de proteínas tipo α-
manosidasas potenciando la degradación asociada a RE, marcándolas para el sistema de 
degradación asociada a retículo (ERAD) (Deng et al. 2013). Sin embargo, esta maquinaria de 
plegamiento y control de calidad puede verse sobrepasada bajo situaciones en donde sea 
necesaria una alta tasa de síntesis proteica, tal es el caso de la diferenciación de células β en 
la producción de inmunoglobulinas (Iwakoshi et al.2003). Dicha situación podría generar 
además una acumulación de proteínas mal plegadas por lo que entra en acción la ERAD 
(Deng et al. 2013). 
2.2 Degradación asociada a retículo (ERAD)  
La degradación asociada a ER contempla cuatro pasos fundamentales: reconocimiento, 
retrotraslocación, ubiquitinación y degradación vía proteasoma.   
Como se mencionó anteriormente, una de las maneras de conducir las proteínas mal plegadas 
a su subsecuente eliminación, es por medio de la acción de proteínas del tipo manosidasas la 
cuales removerán manosas externas del árbol glucosídico de las glicoproteínas.  
Dependiendo de la ubicación y acumulación de las proteínas mal plegadas, se desarrollará 
una ERAD-L si las proteínas se encuentran en el lumen del ER, ERAD-M si las proteínas 
están alojadas en la membrana del ER y ERAD-C si se encuentran en el citosol. (Carvalho et 
al.2006; Vembar y Brodsky 2008; Deng et al. 2013; Howell 2013). Cuando la respuesta es 
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del tipo ERAD-L o ERAD-M, se sabe que en levaduras un complejo constituido por una E3 
ubiquitin ligasa (Hdr3) y una lectina Yos9 - la cual posee un dominio receptor homologo a 
manosa-6-fosfato - son capaces de reconocer proteínas mal plegadas. Específicamente  OS9 
es capaz de reconocer la α-1,6-manosa unida al árbol glucosídico la cual quedo expuesta 
debido a la acción previa de la proteína homologa a manosidasa 1 Htm1 (Denic  2011). 
Posteriormente las proteínas reconocidas son reclutadas para su posterior ubiquitinación 
mediante los complejos (en el caso de levaduras) Hrd1 (ERAD-L y ERAD-M) o  Doa10 
(ERAD-C) ambos E3 ligasas. A su vez, ambos complejos contienen  componentes  como 
enzimas conjugando ubiquitinas tales como Ubc7 y Ubc6/Ubc32 (levaduras/plantas) (Cui  et 
al.2012) y la proteína de membrana de ER que recluta aUbc7, Cue1. Posteriormente la 
degradación de las proteínas mal plegadas y ubiquitinadas es llevada a cabo por el 
proteasoma 26S que está localizado en el citosol. (Deng et al  2013; Rapoport 2007) 
Si la degradación asociada a retículo no es suficiente para eliminar la acumulación de 
proteínas mal plegadas, el normal desempeño del ER puede ser comprometido situación 
denominada “estrés de retículo”. Es así, que en forma paralela se desencadena una vía de 
señalización conocida como respuesta a proteínas mal plegadas o UPR 
2.3 Respuesta a proteínas mal plegadas (UPR) 
Una vez que el ER-QC se ve sobrepasado y que la ERAD es incapaz de sobrellevar el estrés 
de ER. Se gatilla una vía de señalización conocida como respuesta a proteínas mal plegadas 
(UPR), la cual tiene como finalidad activar la expresión de chaperonas y foldasas presentes 
en el ER de tal forma de asistir en el plegamiento proteico y mitigar el estrés de ER (Urade 
2007; Moreno y Orellana 2011; Walter y Ron 2011; Iwata y Koizumi 2012).  
Esta UPR comprende la activación de vías de señalización las cuales son bastante 
conservadas a lo largo de diversas especies. Hasta el momento, se han descrito 
principalmente tres componentes o vías de señalización que comprenden la UPR. 1. Factores 
de transcripción anclados a membrana, 2. Procesamiento  mediado por IRE1 de RNA 
mensajeros y 3. Atenuación de la traducción mediada por kinasas ancladas a membrana 
PERK (Hollien 2013).  
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2.3.1 Factores de transcripción anclados a membrana 
La vía de señalización mediada por factores de transcripción anclados a membrana, está 
compuesta por ATF6/bZIP28  (mamíferos/plantas), proteínas de membrana del tipo II con un 
único sitio de transmembrana (TMD) y residentes en la membrana del ER. (Ye et al. 2000; 
Liu 2007b) En condiciones basales de la célula vegetal, se ha descrito que bZIP28 se 
encontraría unido a la membrana del ER mediante el anclaje e interacción con las proteínas 
uniendo inmunoglobulinas (BIPs) específicamente BIP1 y BIP3 (Srivastava et al. 2013), este 
anclaje también ha sido reportado para ATF6 (Shen et al. 2002). Por otra parte, bajo 
condiciones que conlleven a una acumulación de proteínas mal plegadas y estrés de ER, BIP 
es capaz de disociarse permitiendo que bZIP28 pueda migrar al aparato de Golgi por medio 
de un reconocimiento en su extremo carboxilo terminal por componentes del sistema 
vesicular COPII tales como Sar1(Srivastava et al. 2012). Una vez en el aparato de Golgi 
ATF6/bZIP28 sufren un corte o procesamiento proteolítico y secuencial mediado por las 
proteasas S1P y S2P (Ye et al. 2000; Liu et al 2007b), liberando la porción amino terminal de 
la proteína dando origen a un factor de transcripción del tipo bZIP. Este factor de 
transcripción activo es capaz de migrar al núcleo y activar la transcripción de genes 
relacionados con ER-QC y ERAD mediante la unión al DNA en secuencias consenso 
conocidas como elementos de respuesta a estrés de retículo (ERSE) (Howell 2013). 
Esta respuesta mediada por factores de transcripción anclados a membrana ha sido evaluada 
bajo diversos tipos de estrés o estímulos  (DuRose et al. 2006; Liu et al. 2007b; Gao et al. 
2008), encontrándose en plantas otro factor de transcripción anclado a membrana conocido 
como bZIP17 el cual también es procesado por las proteasas S1P y S2P, pero exclusivamente 
frente a tratamientos con NaCl. (Liu et al. 2007a; Liu et al. 2007b). Plantas que sobre 
expresan la versión activa de este gen, poseen una resistencia al estrés salino por NaCl (Liu et 
al 2008). A su vez, bZIP17 procesado, también es capaz de traslocar al núcleo y activar la 
transcripción de genes relacionados con estrés salino (Liu et al. 2007a; Henríquez-Valencia et 
al. 2015). 
2.3.2 Atenuación de la traducción mediada por PERK 
Otra vía de UPR que hasta la fecha, sólo ha sido descrita en mamíferos, corresponde a la vía 
mediada por una proteína de transmembrana tipo I con un dominio tipo quinasa, PERK. Esta 
vía tiene la finalidad es disminuir la tasa traduccional en el ER. Bajo condiciones de UPR, la 
proteína PERK oligomeriza por autofosforilación (Ma et al. 2002; Clemens 1997). Una vez 
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fosforilado, PERK es capaz de fosforilar, mediante su dominio quinasa, el factor de iniciación 
2 de la traducción en su subunidad alfa (eIF2α) (Ma et al. 2002). A su vez la fosforilación de  
eIF2α desencadena una inhibición de la síntesis proteica, logrando la disminución de la 
acumulación de proteínas en el ER.  Por otra parte, se ha descrito que transcritos que poseen 
pequeños marcos de lectura abiertos en su región 5’ son traducidos durante la fosforilación de 
eIF2α (Lee et al. 2009). Uno de estos es ATF4. ATF4 codifica para un factor de transcripción 
del tipo bZIP que participa en la activación de genes que funcionan en procesos como 
metabolismo de aminoácidos, respuesta antioxidante y apoptosis (Schroder y Kaufman 2005). 
Adicionalmente, se ha descrito que ATF4 participa en procesos celulares como son 
hematopoyesis, proliferación y división celular, por lo que se han relacionado niveles altos de 
ATF4 con la proliferación cancerígena (Singleton et al. 2012). 
2.3.3 IRE1 y el corte y empalme no convencional de RNA mensajeros 
La tercera vía de señalización asociada a UPR está mediada por IRE1 y el procesamiento o 
splicing no convencional de los transcritos HAC1/XBP1/bZIP60 
(levaduras/mamíferos/plantas). IRE1 (enzima 1 requiriendo inositol) es una proteína 
localizada en la membrana del ER, la cual juega un rol fundamental como sensor del estrés en 
este organelo. Esta proteína está constituida de un dominio N-terminal ubicado en el lumen 
del retículo capaz de sensar polipéptidos hidrofóbicos de proteínas mal plegadas, seguida de 
una porción transmembrana y por último un dominio quinasa y otro ribonucleasa en el 
extremo C-terminal, inmerso a su vez, en el espacio citosólico (Urano et al 2000). En 
condiciones basales IRE1 se encuentra unida la chaperona BIP. Esta asociación  mantiene 
secuestrada a IRE1 evitando su dimerización (evento necesario para su activación). En 
condiciones en donde se induce estrés de ER y UPR, BIP es capaz de disociarse para ayudar 
en el plegamiento proteico e IRE1 se activa (Patil y Walter 2001). La proteína BIP es 
requerida debido a su capacidad para reconocer polipéptidos hidrofóbicos usualmente no 
expuestos en la superficie de proteínas plegadas correctamente. Este mecanismo permite que 
IRE1 dimerise y se autofosforile – gracias a su dominio quinasa - activando su dominio 
ribonucleasa (Shamu y Walter 1996). Este evento cataliza un procesamiento citoplasmático y 
no convencional de un mRNA blanco (HAC1/XBP1/bZIP60) (Cox y Walter 1996; Yoshida 
et al. 2001; Nagashima et al. 2011). Posteriormente, una tRNA ligasa será la encargada de 
generar la unión de los fragmentos generados por la remoción de un “intrón” mediada por 
IRE1 (Sidrausti y Walter 1997). Este procesamiento y posterior ligación producirá un 
corrimiento en el marco de lectura de la nueva molécula de RNA, la que será traducida 
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generando un factor de transcripción activo del tipo bZIP (Nagashima et al. 2011). Este factor 
de transcripción es ahora capaz de viajar al núcleo y activar la transcripción  de genes 
relacionados con el estrés de retículo debido a su unión con el DNA en secuencias consenso 
conocidas como elementos de respuesta a estrés de ER (ERSE) o elementos de respuesta a 
proteínas mal plegadas (UPRE) (Iwata et al. 2008). 
Cabe destacar que, aunque bZIP60 no presenta una aparente homología con HAC1 o XBP1, 
los transcritos de estos comparten una estructura secundaria similar con un patrón 
característico, en donde se pueden observar dos horquillas o stemloop y más específicamente, 
una conservación de seis nucleótidos que son necesarios para el reconocimiento por IRE1. 
(Nagashima et al. 2011)  
Actualmente se ha detectado esta vía de señalización mediada por IRE1 en diversas especies 
dando cuenta de su conservación y su importancia en la respuesta al mal plegamiento de 
proteínas (Lu et al. 2012).  Adicionalmente se han detectado diversas moléculas capaces de 
interactuar con IRE1 incidiendo directamente sobre el procesamiento de RNA mensajeros 
(Papa et al. 2003;  Wiseman et al. 2010; Cross et al. 2012). Por último, es importante no 
olvidar que son varios los factores, estímulos o tipos de estrés capaces de desencadenar el 
procesamiento mediado por IRE1.  
2.4 Estrés biótico y abiótico, uso de agentes químicos y hormonas utilizadas para estudiar la 
respuesta a proteínas mal plegadas (UPR) 
Dentro del estudio de la UPR y específicamente el procesamiento mediado por IRE1, 
podemos encontrar diversos tipos de estímulos o tipos de estrés capaces de gatillar dicha 
respuesta (Moreno et al. 2012). Dado que la mayoría de los estímulos han sido aplicados de 
igual manera a los diferentes organismos modelo mencionados en esta tesis, se describirán 
principalmente, los estudiados en plantas.  
2.4.1  Estrés mediado por agentes químicos y su relación con la UPR 
Uno de los tipos de estrés más estudiados en el laboratorio corresponde al  mediado por 
agentes químicos. Dos agentes químicos clásicamente utilizados para gatillar la UPR son la 
tunicamicina y el ditiotreitol. La tunicamicina (Tm) corresponde a un tipo de antibiótico 
producido por una bacteria del género Streptomyces (Takatsuki et al. 1971). Específicamente 
la Tm tiene la capacidad de inhibir la acción de la enzima N-acetilglucosamida-1-P 
transferasa (GPT) la cual tiene como función el anclaje de N-acetilglucosamida a una 
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molécula de dolicol permitiendo la formación de un árbol glucosídico y la posterior 
glicosilación proteica (modificación post-traduccional), esta acción imposibilita el correcto 
plegamiento proteico conduciendo a la UPR. Se ha documentado que plantas sobre 
expresando esta enzima son más tolerantes a el tratamiento con Tm (Koizumi et al. 1999). 
Por otra parte el Ditiotreitol (DTT) - un agente reductor – conduce a la UPR debido a su 
capacidad de inhibir la formación de enlaces di sulfuro entre residuos de cisteína de las 
proteínas afectado directamente su estructura y conduciendo a su eventual acumulación en el 
ER (Iwara y Koizumi 2012). A pesar de que es altamente usado, su efecto es más bien 
pleiotrópico, afectando a todas las proteínas de la célula incluyendo las del retículo. 
Adicionalmente otros químicos también han sido evaluados, tal es el caso de la tapsigargina 
(Tg) y el ácido ciclopiazónico (CPA), ambos inhibidores de bombas calcio-ATP asas 
residentes de membranas de organelos. Se sabe que una interrupción en la homeostasis del 
calcio desencadena la UPR debido a que este ión es utilizado como cofactor por enzimas 
calmodulinas como por ejemplo Calnexina o Calreticulina las cuales asisten en el correcto 
plegamiento de proteínas nacientes (Michalak et al. 1998). Estos químicos y su capacidad 
para gatillar la UPR han sido estudiados en plantas encontrándose que solo el CPA es capaz 
de generar el procesamiento de bZIP60 mientras que Tg no es capaz de generar dicha 
respuesta (Moreno et al. 2012) a diferencia de mamíferos en donde la Tg si es capaz de 
gatillar el procesamiento de XBP1 (DuRose et al. 2006). Probablemente debido a su 
naturaleza de origen terpenoide y su posible capacidad de ser degradado por la planta 
tratándose de un metabolito secundario.  
2.4.2 Estrés mediado por hormonas y su relación con la UPR 
Varias hormonas han sido utilizadas y evaluada su capacidad para gatillar la UPR, dentro de 
estas encontramos el ácido jasmónico (JA), ácido abscísico (ABA), ácido salicílico (SA) 
(Moreno et al. 2012).  
Dentro de estas fito-hormonas empleadas para estudiar la UPR, la única capaz de gatillar 
dicha respuesta, corresponde al ácido salicílico (SA) (Moreno et al. 2012) El ácido salicílico 
corresponde a una fito-hormona cuya biosíntesis aumenta en la respuesta de defensa frente a 
la infección por patógenos (Ryals et al. 1996). La acumulación de SA induce la activación 
transcripcional de genes relacionados con patogénesis (PRs), proteínas que para su función 
antimicrobiana deben ser secretadas al apoplasto de la célula. Este requerimiento adicional de 
la función del ER, genera también estrés y gatilla UPR (Wang y cols., 2005). 
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2.4.3 Estrés biótico y abiótico y su relación con la UPR 
Dado que las plantas son organismos sésiles, es importante analizar su comportamiento frente 
a estímulos bióticos y ambientales.  
2.4.3.1 Estrés abiótico 
Dentro del estrés abiótico, se ha analizado el procesamiento de bZIP60 frente a estrés salino, 
osmótico y estrés por temperatura. Se sabe que bajo estímulos con cloruro de sodio (NaCl) 
(estrés salino) se gatilla la migración al núcleo del factor de transcripción bZIP17 (Liu et al 
2007a) y que además existe una sobre expresión del factor de transcripción relacionado con 
UPR, bZIP60 (Liu et al 2011). Sin embargo no se lleva a cabo el procesamiento de bZIP60 
mediado por IRE1 (Moreno et al. 2012). Por otra parte, bajo tratamientos con manitol (Man- 
estrés osmótico) tampoco se observa el procesamiento de bZIP60 (Moreno et al. 2012). Sin 
embargo, cuando el estrés aplicado corresponde a una alta temperatura (37 o 42ºC) se puede 
apreciar el procesamiento de bZIP60 (Deng et al. 2011; Moreno et al. 2012). Adicionalmente 
se ha evidenciado una sobre expresión del factor de transcripción bZIP28 y su gran 
susceptibilidad al calor en plantas mutantes para este gen (Gao et al. 2008), por el contrario 
cuando el estrés es una temperatura baja 4ºC no es apreciable el procesamiento de bZIP60 
(Moreno et al. 2012). 
2.4.3.2 Estrés biótico 
Dentro de este campo el único trabajo que relaciona directamente el estrés biótico con el 
procesamiento de bZIP60, es el publicado por Moreno et al. (2012) en donde es posible 
detectar el procesamiento de bZIP60 frente a la infección con un patógeno bacteriano, Psm 
ES4326 (avrRpt2).  
2.5 Cinética del procesamiento mediado por IRE1 de RNA mensajeros 
Si bien es cierto el análisis de la UPR y el procesamiento de RNA mensajeros mediado por 
IRE1 ha sido bien estudiado, existe poca evidencia acerca de la atenuación de este proceso en 
plantas considerando que la UPR en sí, es un mecanismo destinado a garantizar la 
supervivencia celular y que su activación y permanencia durante un periodo de tiempo largo 
desencadena mecanismos de muerte celular (Lin et al. 2007). 
Es sabido que en mamíferos el procesamiento de XBP1 presenta una cinética transitoria (Lin 
et al. 2007). De manera similar, la oligomerización de IRE1 presenta este mismo 
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comportamiento bajo tratamiento continuos en el tiempo (Li et al. 2010). Sin embargo, 
cuando existe un periodo de descanso o atenuación del estrés seguido por una re-inducción de 
este último, se observa una re-oligomerización de IRE1 y una consecuente reactivación del 
procesamiento de XBP1 (Li et al. 2010), sugiriendo una capacidad dinámica de este sistema y 
de una fina regulación.  
En el caso de levaduras, una cinética similar se ha evidenciado, en donde bajo tratamientos de 
inducción y atenuación del estrés con Tm es posible observar un comportamiento de 
transitoriedad del procesamiento de HAC1 (Chawla et al. 2011). Por su parte en plantas el 
único trabajo relacionado con esto es el publicado en el año 2011, en donde se puede 
observar una atenuación en el procesamiento de bZIP60 luego de tratamientos con calor 
seguido de una atenuación del estrés (Deng et al. 2011). Sin embargo, cuando se analiza la 
presencia o ausencia de únicamente la forma procesada de bZIP60, no es muy claro este 
fenómeno y tampoco es analizado el procesamiento de bZIP60 cuando se somete nuevamente 
a estrés por calor. Es por eso que sería interesante estudiar este mecanismo bajo diversos 
tipos de estrés, considerando que diferentes tipos de  estímulos pueden conllevar a un mayor 
o menor procesamiento de bZIP60 (Moreno et al. 2012). Adicionalmente, hasta la fecha se 
han llevado a cabo principalmente análisis de carácter cualitativo en plantas pudiendo 
conducir a conclusiones que podrían caer en la subjetividad, principalmente cuando las 
diferencias entre una condición y otra son muy leves.  
2.6 Métodos de detección del procesamiento de HAC1/XBP1/bZIP60 
Dentro de los estudios y análisis del procesamiento de  estos factores de transcripción, en los 
tres modelos de estudio, se han realizado diversas técnicas. La más común comprende el 
análisis del procesamiento utilizando electroforesis convencional en geles de agarosa (Du 
Rose et al. 2006; Lin et al. 2007; Moreno el at. 2012) por otra parte también se ha utilizado la 
metodología de western (Lin et al. 2007; Iwata et al. 2008; Han et al. 2009) e incluso análisis 
por northen (Papa et al. 2003; Chawla et al. 2011). Sin embargo, todas estas metodologías 
son de carácter cualitativo y en algunos casos poco sensibles, haciendo complicada su 
cuantificación. Por otra parte se ha implementado una estrategia para cuantificar el 
procesamiento de XBP1 mediante la PCR en tiempo real (q-PCR) (Schadewijk et al. 2012), 
sin embargo, es extraño que se obvie la ausencia de esta molécula bajo una condición sin 
tratamiento y que bajo un tratamiento control se observen pequeños señales de la presencia de 
la forma procesada de XBP1. En el caso de las plantas la q-PCR también ha sido utilizada, sin 
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embargo, ha sido complicada la utilización y comparación de esta técnica respecto a lo 
presenciado en los geles convencionales de agarosa. (Humbert et al 2012; Moreno et al. 
2012). Por lo anteriormente expuesto, ese hace necesario una técnica que permita un análisis 
cualitativo y cuantitativo a la vez, permitiendo la visualización de la real magnitud de los 
cambios que ocurren en el procesamiento de bZIP60, bajo distintas condiciones. 
2.7 Electroforesis capilar 
Una técnica que puede ayudarnos a realizar análisis cualitativos y cuantitativos es la 
electroforesis capilar. Por varias décadas, la electroforesis con geles convencionales de 
agarosa, ha sido fundamental en muchos métodos de caracterización de ácidos nucleicos. 
Pero gracias a la electroforesis capilar, es que el método convencional ha ido perdiendo su 
dominio en la investigación del ADN (Sobczak y Krzyzosiak 2002). La electroforesis ha sido 
definida como el movimiento o desplazamiento diferencial de especies cargadas (iones), 
sustancias neutras o migración pasiva, por atracción o repulsión en un campo eléctrico 
(Castagnino 2000). Por otra parte la electroforesis capilar (CE) es una técnica analítica basada 
en la aplicación de un alto campo eléctrico en un estrecho agujero de sílice fundido (capilar) 
con el fin de separar moléculas contenidas en mezclas complejas de muestras de pequeño 
volumen (Páez y Hernández 2001). Dentro de las ventajas que posee la electroforesis capilar 
(CE) encontramos varias como: facilidad de uso, alta resolución, velocidad de análisis, 
detección en línea, capacidad de automatización completa, uso de muestras pequeñas, 
preparación mínima de la muestra, cuantificación de analitos y el uso de productos químicos 
baratos (Piergiovanni 2013). Ahora bien, a pesar de que una de las características de esta 
técnica es la alta resolución, su sensibilidad es sometida incluso en el mejor de los casos a un 
rango micro molar (μM), puesto que la inyección en volúmenes que se pueden utilizar en CE 
sin afectar el rendimiento de la separación son típicamente son muy pequeños (Gooijer et. al 
2000). Es por esta razón que existe una variante de CE denominada electroforesis capilar con 
detección fluorescente inducida por láser (CE–LIF) la cual es considerada uno de los métodos 
de detección de mayor sensibilidad. 
2.7.1 Electroforesis capilar acoplada a un sistema de fluorescencia inducida por láser (CE-
LIF) 
La CE-LIF  es una técnica que se basa en una señal de fluorescencia generada por un analito 
después de la iluminación directa de una columna o capilar  utilizando un láser el cual es 
comúnmente de argón (Tseng et al. 2010). Esta técnica posee todas cualidades de la CE 
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convencional más una gran capacidad sensitiva considerando que la  detección de la 
absorción UV, aunque versátil y comúnmente usada posee  límites de detección pobres 
debido al pequeño paso de luz característica de los capilares de sílice fundida. (Páez  y 
Hernández 2001). Es así que esta técnica sería de extrema utilidad para el proceso de 
detección  cualitativo y cuantitativo del procesamiento de bZIP60, permitiendo a su vez, una 
detección temporal bajo tratamientos que permitan estudiar la dinámica de este mRNA 
procesado en Arabidopsis thaliana frente a diversos estímulos que podrían gatillar la UPR.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
12 
 
2.8 Hipótesis 
• El procesamiento de AtbZIP60 ocurre de manera dinámica frente a distintos estímulos 
que activan la respuesta a la acumulación de proteínas mal plegadas en Arabidopsis  
thaliana.  
2.8.1 Objetivo general 
• Estudiar por medio de electroforesis capilar la dinámica del procesamiento del ARN 
mensajero de bZIP60 frente a diferentes estímulos que gatillan la respuesta a la 
acumulación de proteínas mal plegadas en Arabidopsis thaliana.  
2.8.2 Objetivos específicos 
• 1.- Estandarizar la técnica de electroforesis capilar con detección de fluorescencia 
inducida por láser (CE-LIF), para la detección cualitativa y cuantitativa del 
procesamiento del ARN mensajero de bZIP60 en plantas de Arabidopsis thaliana 
tratadas con DTT y Tm.  
• 2.- Analizar mediante CE-LIF el procesamiento del ARN mensajero de bZIP60 en 
plantas de Arabidopsis thaliana tratadas agentes químicos que pueden inducir estrés 
en el retículo endoplasmático.  
• 3.- Analizar mediante CE-LIF el procesamiento del mRNA de bZIP60 en distintos 
órganos de Arabidopsis thaliana y en plantas sometidas a estrés biótico y abiótico. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 
3.1 Materiales 
3.1.1 Material vegetal  
 
Para esta tesis se utilizaron plantas de Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia-0 las cuales 
fueron utilizadas como plantas silvestres. 
Por otra parte se utilizaron plantas doble mutantes insercionales ire1a (SALK_018112)/ ire1b 
(SAIL_238_F07), obtenida en nuestro laboratorio a partir de un cruce realizado con las 
mutantes individuales obtenidas en el Instituto Salk (Salk Institute Genomic Analysis 
Laboratory) y Syngenta Arabidopsis Insertion Library (SAIL, USA) (Moreno et al. 2012). 
Adicionalmente se utilizaron las líneas insercionales bzip28 (SALK_123659, bzip17 
(SALK_104326) para análisis descriptivos.  
  
3.1.2 Material bacteriano  
 
La cepa bacteriana utilizada en esta tesis fue Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 
AvrRpt2, utilizada para el ensayo de infección por patógeno a una planta silvestre de 
Arabidopsis thaliana. 
3.1.3 Medios de cultivo 
 
3.1.3.1 Medio King-B  
 
El medio de crecimiento para la cepa bacteriana usada en esta tesis fue el medio King-B 
(King et al. 1954) líquido suplementado con rifampicina y kanamicina a una concentración 
final de 50 μg/mL c/u.  
 
3.1.3.2. Medio de cultivo para plantas 
 
Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron tres medios para crecer plantas, ya sea in vitro o  
en medio hidropónico. 
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3.1.3.2.1 Medio de crecimiento in vitro 
 
a) Medio basal Murashige-Skoog (MS) líquido 
 
Para el cultivo de plantas in vitro se utilizó el medio de crecimiento comercial MS 
(Murashige y Skoog, 1962), suplementado con vitaminas. El medio MS líquido contiene 2,21 
g/L de sales MS y  sacarosa al 1 % (p/v). 
 
b) Medio basal Murashige-Skoog (MS) sólido 
 
El medio MS líquido contiendo 2,21 g/L de sales MS y  sacarosa al 1 % (p/v) suplementado 
con Phytagel
TM
 (SIGMA-ALDRICH®) al 0,4 % p/v.  
 
3.1.3.2.2 Medio de crecimiento en hidropónico 
 
Este medio fue desarrollado en el laboratorio siguiendo las indicaciones de Gibeaut et al. 
(1997). Para preparar el medio de cultivo hidropónico 1 X, se agita la solución 50 X y se 
diluye con agua destilada (explicado en métodos). 
 
3.1.4 Enzimas 
 
Se utilizaron las enzimas Go-Taq,  DNasa I, RNasa A de Fermentas 
3.1.5 Hormonas 
 
Se utilizaron las fitohormonas ácido abscísico obtenida en Phytotechnology Laboratories y 
ácido salicílico (Salicilato de Sodio)  de SIGMA-ALDRICH®. 
3.1.6 Sistemas comerciales  
 
Se utilizaron los siguientes sistemas comerciales: SUPERSCRIPT II™ First-Strand Synthesis 
para la sintesis de cDNA, TriZol® para la extracción de RNA de plántulas de Arabidopsis 
thaliana, Concert™ Plant RNA Reagent de INVITROGENTM para la extracción de RNA de 
los distintos tejidos y órganos estudiados en esta tesis en plantas adultas de Arabidopsis 
thaliana, Standard Sensitivity RNA Analysis Kit para el análisis de integridad de muestras de 
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RNA, High Sensitivity NGS Fragment Analysis Kit (35bp-6000bp) para el análisis 
cualitativo y cuantitativo de AtbZIP60, RNeasy® Plus Micro kit de QIAGEN® para la 
extracción de RNA de muestras provenientes de punta de raíz y anteras plantas de 
Arabidopsis thaliana, RNeasy® Plant Mini kit de QIAGEN® para la extracción de RNA de 
raíz, hipocotilo y cotiledón, en plántulas de 7 días de A. thaliana, RiboMAX™ Large Scale 
RNA Production Systems de Promega Corporation, para la síntesis de RNA in vitro de la 
forma procesada de AtbZIP60, tampón RNAlater® de Life Technologies para la recolección 
de diferentes tejidos de plántulas de Arabidopsis thaliana, GeneJET gel extraction Kit de 
thermo scientific para la purificación de productos de PCR a partir de un gel de agarosa. 
3.1.7 Otros reactivos y materiales 
 
Se obtuvieron de Winkler el TAE 50 X, los antibióticos kanamicina y rifampicina y los 
reactivos cloruro de sodio, ácido etilendiaminotetracético (EDTA). Se obtuvieron de Merck 
los reactivos de medio hidropónico KNO3, Ca(NO3)2, MgSO4, KH2PO4, KCl, H3BO3, 
MnSO4, ZnSO4, CuSO4, (NH4)6Mo7O24, Na2SiO3 y Sprint 330 (Fe quelado en DTPA), y los 
reactivos, cloroformo, etanol, y sacarosa. Se obtuvo de Biotium el GelRed para la tinción de 
ácidos nucleicos en gel. Se obtuvieron de Fermentas el marcador de tamaño molecular para 
DNA de 100 pb. Se obtuvieron de Plant Phytotechnology el Medio basal MS. Se obtuvo 
además la lana de roca de Grodan (Holanda), además se empleó Phytagel
TM
 de (SIGMA-
ALDRICH®) 
3.1.8 Equipos utilizados 
 
- Microscopio estereoscópico Olympus modelo SZX7 y micropinzas #5 DUMONT para 
realizar la disección de diversos tejidos (raíz, punta de raíz, anteras, hipocotilo y cotiledón) 
- Centrífuga Eppendorf modelo mini spin, para la extracción de RNA con kit. 
- Centrífuga refrigerada Eppendorf modelo 5804R, para  la extracción de RNA. 
- Espectrofotómetro Epoch, de BioTek, para determinación de pureza de muestras de  RNA. 
- Fluorómetro Qubit, para la cuantificación de muestras de RNA. 
- Termociclador Eppendorf, para realizar la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y 
síntesis de DNA complementario. 
- Mx3000p de stratagene, para el qRT-PCR. 
- Baño termorregulador marca MRC modelo WBO-200 
- Estufa calefactora thermo scientific modelo heraeus. 
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- Fragment Analyzer
TM
 de Advance Analytical ®, para el análisis de integridad de RNA y 
para el análisis cualitativo y cuantitativo de la forma procesada de bZIP60  mediante CE-LIF.  
 
3.1.9 Programas computacionales y servicios  
 
Se usaron los siguientes programas computacionales, bases de datos y servicios para los fines 
indicados: 
- De GraphPad Software, Inc: GraphPad Prism 5.0 para la generación de gráficos. 
- De Microsoft Corporation: Microsoft Excel 2010 para análisis de los datos obtenidos 
en el RT-PCR cuantitativo. 
- De Stratagene: MxPro 4.0 para preparar el programa de amplificación para los 
ensayos de RT-PCR cuantitativo.  
- The Arabidopsis Information Resource (TAIR) (http://www.arabidopsis.org/), para la 
búsqueda de genes en el cromosoma de A.thaliana. 
- EFpBrowser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi) (Universidad de Toronto, 
Canada) para el análisis in silico de la expresión de genes de A.thaliana.  
- Primer3Plus(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) para 
la obtención de secuencias para los  partidores de los genes estudiados en esta tesis.  
- DNA/RNA Copy Number Calculator 
(http://www.endmemo.com/bio/dnacopynum.php),  para calcular el número de 
moléculas de bZIP60s presentes en una muestra de RNA cuantificado. 
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3.2 Métodos 
3.2.1 Esterilización de semillas 
 
Semillas de Arabidopsis thaliana  fueron sometidas a un proceso de esterilización  como se 
describe a continuación:  
a) 60 semillas fueron sometidas a un primer lavado durante 7 minutos con 500 μL de  
NaClO al 0,25 % p/v en agitación. 
b)  Se procedió al intercambio de la solución de NaClO al 0,25 % p/v por agua 
autoclavada estéril, seguido de agitación durante 3 minutos. 
c) Posteriormente se realizó  una remoción del agua utilizada por agua estéril fresca, con 
agitación por 3 minutos. 
d) Repetición en triplicado del paso c. 
Finalmente las semillas fueron estratificadas a 4 ºC en oscuridad por 48 hrs.   
3.2.2 Medios de cultivo para plantas y condiciones de crecimiento 
 
Como mencionamos anteriormente, en esta tesis se utilizaron tres medios para crecer plantas, 
ya sea in vitro, o en medio hidropónico y fueron crecidas en condiciones de 16 horas luz y 8 
horas de oscuridad a 21 ºC empleando luz blanca con una intensidad de ~63 μΕ m2 s-1. 
3.2.2.1 Medio basal Murashige-Skoog (MS) líquido  
 
Para el cultivo de plantas in vitro se utilizó el medio de crecimiento comercial (Murashige y 
Skoog, 1962), suplementado con vitaminas. El medio MS líquido contiene 2,21 g/L de sales 
MS y  sacarosa al 1 % (p/v). Una vez disueltas las sales de MS y la sacarosa, se ajustaba a pH 
5,7 - 5,8 con una solución de KOH 5 M para posteriormente autoclavar. Finalmente las 60 
semillas esterilizadas fueron crecidas en 13 mL de medio MS en matraces de aforo 
previamente autoclavados. Las plantas fueron crecidas durante 7 días y en agitación leve.  
3.2.2.2 Medio basal (MS) sólido 
 
El medio sólido contenía la misma preparación que el medio  líquido. Luego de ajustar el pH, 
este medio fue suplementado con Phytagel
TM
 (SIGMA-ALDRICH®) al 0,4 % p/v. Posterior 
a esto, el medio era autoclavado.  
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Luego 30 semillas esterilizadas eran depositadas en placas con el medio sólido y agrupadas 
en dos filas de 15 unidades cada una para posteriormente dejarlas crecer en posición vertical 
durante 7 días.  
Por otra parte 12 a 15 semillas fueron depositas en placas con medio sólido y se dejaron 
germinar y crecer durante 2 semanas en posición horizontal para realizar  ensayos de 
infección por patógenos el cual será detallado en el punto   3.2.4.1.3. 
 
3.2.2.3 Medio hidropónico 
 
Para el crecimiento de plantas en cultivo hidropónico, se preparaba inicialmente una solución 
nutritiva 50 X a pH 5,0 que contenía KNO3 125 mM, Ca(NO3)2 150 mM, MgSO4 75 mM, 
KH2PO4 50 mM, KCl 5 mM, H3BO3 5 mM, MnSO4 1 mM, ZnSO4 200 μM, CuSO4 150 μM, 
(NH4)6Mo7O24 7,5 μM, Na2SiO3 10 mM, Sprint 330 7,2 mM (Fe quelado en DTPA). Para 
preparar 5 L de esta solución se disolvían en aproximadamente 3 L de agua destilada, con 
agitación constante y en forma secuencial, todos los componentes del medio, con excepción 
del Ca(NO3)2 y del Na2SiO3. El Ca(NO3)2 era disuelto por separado y agregado lentamente a 
la solución. Se llevaba luego a un volumen aproximado de 4,5 L, se ajustaba a pH 5 con 
KOH 10 M, se agregaba el Na2SiO3 y se ajustaba el volumen a 5 L (Gibeaut et al. 1997). 
Finalmente para preparar el medio de cultivo hidropónico 1 X, se agitaba la solución 50 X y 
se diluía con agua destilada; se adicionaban 3 a 4 litros al contenedor del medio y se 
colocaban 3 semillas por buje, seguido de un raleo a las 2 semanas de crecimiento y un 
periodo de crecimiento final de 6 semanas en el medio hidropónico.   
 
3.2.3 Medios de cultivo para bacteria y condiciones de crecimiento 
 
El medio de crecimiento King-B líquido suplementado con rifampicina y kanamicina a una 
concentración final de 50 μg/mL c/u. las bacterias eran crecidas durante 24 horas a 28ºC en 
agitación moderada y en posición diagonal. 
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3.2.4 Tratamientos  
 
3.2.4.1 Plántulas de siete días crecidas en medio MS líquido, fueron evaluadas bajo los 
siguientes tratamientos y temporalidades 
 
3.2.4.1.1 Inducción 
a) Tunicamicina (Tm): comercializado por SIGMA-ALDRICH®, este agente químico 
fue utilizado a una concentración final de 5 μg/mL (Moreno y cols. 2012) evaluando 
los tiempos 0 – 0,25 –  0,5 – 0,75 – 1 – 2 – 3 – 4 – 5 (hrs). 
b) Ditiotreitol (DTT): de la empresa Winkler, este químico se empleó a una 
concentración final de 2 mM (Deng y cols. 2011)  y se   analizaron los tiempos 
evaluados en el punto a.  
c) Dimetil sulfóxido (DMSO): utilizado como control para el tratamiento con 
tunicamicina, el DMSO fue usado a 0,1% v/v, siguiendo las temporalidades del punto 
a. 
d) Agua (H2O): se agregó un volumen igual al empleado para el tratamiento con DTT 
siguiendo las temporalidades del punto a.  
e) Ácido salicílico (SA): de SIGMA-ALDRICH®, esta fitohormona se empleó a una 
concentración final de 0,5mM (Moreno y cols. 2012) y se analizaron los tiempos 0 – 
0,5 – 1 – 2 – 3 – 4 – 5 hrs. 
f) Manitol (Man): proveniente de la empresa Phytotechnology laboratories®, fue usado 
a 300 mM (Moreno y cols. 2012) y se evaluaron los tiempos especificado en el punto 
e. 
g) Cloruro de Sodio (NaCl): fue utilizado a una concentración final de 150 mM (Moreno 
y cols. 2012) y se analizaron las temporalidades del punto e. 
h) Ácido abscísico (ABA): de la empresa Phytotechnology Laboratories®, esta 
fitohormona fue empleada a una concentración final de 10 μM. (Deng y cols. 2011)  y 
se evaluaron los tiempos establecidos en el punto e. 
i) Temperatura (42ºC): los matraces conteniendo las plántulas de 7 días fueron 
sumergidos en agua a 42ºC de un baño termorregulador marca MRC modelo WBO-
200, durante los tiempos establecidos en el punto e.  
Para todos los tratamientos y tiempos evaluados se pesaron 50 – 100 mg de tejido y se 
congelaron en nitrógeno líquido para su posterior extracción de ARN.  
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3.2.4.1.2 Atenuación y re-inducción 
a) DTT: se procedió a una primera inducción con DTT a una concentración final de 
2mM durante 1 y 2 horas, luego se realizó un recambio del medio de inducción por 
medio MS líquido fresco y sin DTT, se evaluaron los tiempos 1 y 2 horas luego del 
recambio. Finalmente se realizó una segunda inducción adicionando DTT a la misma 
concentración inicial y se evaluaron los tiempos 1 y 2 horas post-reinducción.  
b) Tm: se siguió la metodología planteada en el punto a) y utilizando concentraciones de 
Tm de 5 μg/mL.  
c) SA: se siguió la metodología planteada en el punto a) y utilizando concentraciones de 
SA de 0,5mM. 
d) Calor: se siguió la metodología planteada en el punto a) y utilizando las siguientes 
temperaturas: inducción 42ºC, atenuación 21ºC, re-inducción 42ºC.  
 
3.2.4.1.3 Análisis de diferentes tejidos y/o órganos de Arabidopsis thaliana 
 
1. Crecimiento en placa en posición vertical 
 
a) Luego de crecer durante 9 días en posición vertical, se procedió a cortar y extraer  
raíces utilizando una lupa Olympus modelo SZX7 y micropinzas #5 DUMONT para 
finalmente separarlas en dos grandes grupos comprendiendo diferentes zonas de 
crecimiento de la raíz, siguiendo las especificaciones revisadas por  Verbelen et al. 
2006.  
 
i) Raíz: zona de terminación del crecimiento. 
ii) Punta de raíz: comprendiendo las zonas meristematicas, transición y elongación. 
Incluyendo también la zona de unión de la raíz, (RCJ) root cap junction. 
 
b) Por otra parte, plántulas de 7 días crecidas en medio sólido fueron traspasadas a: 
 
i) Placas con medio MS-Phytagel suplementadas con DTT y a una concentración 
final de 2 mM incluyendo también  placas MS-Phytagel como control, luego se les 
sometió a 3 horas de tratamiento y se recolectaron cotiledones, hipocotilos y 
raíces. 
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ii) Placas con medio MS líquido suplementadas con DTT a una concentración final 
de 2 mM incluyendo también  placas MS líquido como control, luego se les 
sometió a 3 horas de tratamiento y se recolectaron cotiledones, hipocotilos y 
raíces. 
 
2. Crecimiento en placa en posición horizontal:  
a. Plantas de 2 semanas fueron sometidas a infección por el agente patogénico 
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000  AvrRpt2 a una concentración de 
1x10^7 UFC/mL, siguiendo las indicaciones de Ishiga et al. (2011). Los 
tiempos evaluados fueron 0 – 1 – 4 – 8 – 12 hrs. Y se consideró el tejido aéreo 
para el análisis de la forma procesada de bZIP60. 
 
3. Crecimiento en medio hidropónico  
Plantas de Arabidopsis thaliana de 6 semanas de edad y crecidas en medio hidropónico 
fueron cortadas en diferentes órganos y/o tejidos. Estos fueron: raíz, tallo, hoja de la roseta, 
hoja caulinar, botón, flor, siliqua. Para todos ellos se analizaron plantas sin tratamiento y 
plantas con tratamiento de calor a 42ºC por 1 hora en una estufa calefactora thermo scientific 
modelo Heraeus.  
 
Todos los tejidos analizados en el punto 1), fueron recolectados en tampón RNAlater® de 
Life Technologies siguiendo las indicaciones del fabricante y almacenadas a 4ºC para su 
posterior uso. Por otra parte los tejidos evaluados en los puntos 2) y 3) fueron congelados en 
NL y almacenados a -80ºC para su posterior utilización.  
 
3.2.5 Extracción de RNA total, cuantificación y verificación de integridad 
 
3.2.5.1 Extracción de RNA total, plántula completa, de los tratamientos de inducción y 
atenuación de estrés 
 
Para la extracción de RNA total, 50 a 100 mg de tejido fueron molidos en un mortero, 
utilizando nitrógeno líquido. Posterior a esto, el tejido congelado y molido era depositado en 
un tubo que contenía 1mL de reactivo TriZol (Invitrogen). Luego de una incubación de 5 
minutos a temperatura ambiente, se agregó 200 uL de cloroformo y se agitó vigorosamente 
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durante 15 segundos. Los tubos eran centrifugados a 11.500 rpm (≈14046 g) durante 15 
minutos a 4 ºC y, posterior a esto, se transferían 300 uL de la fase acuosa a un tubo nuevo que 
contenía 500 uL de isopropanol frio. Las muestras eran incubadas durante 5 minutos a 
temperatura ambiente y posterior a esto se realizaba una centrifugación a 11.500 rpm 
(≈14046 g) durante 15 minutos a 4 ºC. Luego de la centrifugación, se removía 
cuidadosamente el  Isopropanol y se agregaba 1 mL de Etanol frío al 75 %. Las muestras eran 
agitadas vigorosamente durante 10 segundos y posterior a esto, se realizaba una 
centrifugación a 9.000 rpm (≈8603 g)  durante 5 minutos. Finalmente, se retiraba 
cuidadosamente el Etanol y se agregaban 30 μL de H2O libre de nucleasas. 
 
3.2.5.2 Extracción de RNA total para los tratamientos con disección de diferentes tejidos y/o 
órganos en plantas de Arabidopsis thaliana 
 
Para llevar a cabo la extracción de RNA en diferentes tejidos y órganos se utilizó el producto 
Plant RNA Reagent de la empresa INVITROGEN
TM
, y se siguió las indicaciones propuestas 
por el fabricante. Por otra parte, para los tejidos de raíz, hipocotilo y cotiledón se empleó el 
kit RNeasy® Plant Mini kit de QIAGEN®, finalmente para los tejidos de anteras, raíz y 
punta de raíz se utilizó el kit RNeasy® Plus Micro kit de QIAGEN® y en todos los casos se 
siguió las indicaciones establecidas por el fabricante.  
 
Por último, luego de re suspender el RNA en agua libre de nucleasas, se sometió a una 
dilución de 1:10 y se procedió a cuantificar mediante fluorimetria utilizando el equipo Qubit 
de INVITROGEN
TM 
 y el  Qubit® RNA BR Assay Kit siguiendo las indicaciones del 
fabricante. En paralelo se analizó la pureza del RNA mediante espectrofotometría en el 
equipo Epoch de BioTek, quedándose con muestras con una razón 260/280 ≥ 1,7. Por otra 
parte para verificar la integridad de nuestro RNA se realizó electroforesis en gel de agarosa al 
1,5 % teñidos  GelRed 1X, en donde se cargó 1 μL de RNA total  junto con buffer de carga 
de RNA. El gel se corría a 90 mV con buffer TAE 1 X durante 40 minutos. De forma 
complementaria, las muestras  fueron cargadas en el equipo Fragment Analyzer
TM
 de 
Advance Analytical®, empleando el kit STD SENSITIVITY TOTAL RNA ANALYSIS 
KIT, de tal manera de conocer el número de calidad del RNA (RQN) considerándose aquellas 
muestras con un valor de RQN ≥ 7 (Udvardi et al. 2008) y teniendo en cuenta que el valor de 
RQN es equivalente al valor RIN (número de integridad del RNA) (Wong y Pang. 2013). 
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3.2.6 Construcción de curva estándar para la cuantificación de la forma procesada de bZIP60 
 
Para llevar a cabo la confección de una curva estándar de bZIP60s, se procedió en primer 
lugar amplificar mediante la técnica de PCR  la forma procesada de bZIP60 la cual ya había 
sido aislada en nuestro laboratorio. Para ello se utilizaron los partidores T7pro-bZIP60-CDS 
y bZIP60-CDS-polyT detallados en la tabla nº1. Posteriormente se purifico el producto de 
PCR utilizando el GeneJET gel extraction Kit de thermo scientific. 
Luego se procedió a realizar la reacción de transcripción in vitro utilizando el RiboMAX™ 
Large Scale RNA Production Systems de la empresa Promega Corporation. Se siguió el 
protocolo propuesto por el fabricante y se dejó reaccionar a 37ºC por 4 horas, luego se rescató 
el RNA sintetizado mediante el uso de columnas de purificación provenientes del kit 
RNeasy® Plus Micro kit de QIAGEN® siguiendo también las especificaciones establecidas 
por el fabricante siendo posteriormente  cargada y analizada en el equipo Fragment 
Analyzer
TM
 de Advance Analytical®, empleando el kit STD SENSITIVITY TOTAL RNA 
ANALYSIS KIT, siguiendo las indicaciones del fabricante de tal manera de conocer la 
pureza de la muestra. 
Una vez obtenido el RNA in vitro de la forma procesada de AtbZIP60 se cuantifico por 
fluorimetria usando el equipo Qubit y se utilizó la herramienta bioinformática DNA/RNA 
Copy Number Calculator (http://www.endmemo.com/bio/dnacopynum.php), para calcular el 
número de moléculas de bZIP60s presentes en nuestro RNA cuantificado. Tomando en 
consideración la siguiente formula calculada automáticamente por la herramienta 
bioinformática. 
                (                )   
                             
(  
    
   )      
     
 
Donde X es la cantidad de RNA en nanogramos y N representan la longitud de una molécula 
de ARN en bases 
Luego se realizaron las diluciones necesarias para alcanzar teóricamente hasta una copia de la 
molécula de bZIP60s presente en 1μL de cDNA.   
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3.2.7 Síntesis de ADN complementario (cDNA) 
Una vez obtenidos todas las muestras del ARN total, se utilizó 1 µg para la síntesis de cDNA 
mediante el kit SuperScript II de INVITROGEN
TM
 siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Por otra parte, para la síntesis de cDNA de las muestras de RNA in vitro realizadas para la 
confección de la curva estándar, se realizó la reacción  de retro transcripción utilizando las 
diluciones preparadas en el punto 3.2.6.  Las concentraciones finales del cDNA fueron: 1 – 5 
– 10 – 50 – 10 x10 – 50 x10 – 10 x102 – 50 x102 – 10 x103 – 50 x103 – 10 x104 – 50 x104 – 
10 x10
5
 – 50 x105 – 10 x106 – 50 x106 (copias de bZIP60s/μL). 
3.2.8 Análisis cualitativo y cuantitativo del procesamiento de AtbZIP60  
a) Análisis cualitativo: para realizar dicho análisis se procedió a realizar la reacción de la 
polimerasa en cadena (PCR) utilizando una pareja de partidores que permitieron la 
amplificación de ambas formas de AtbZIP60 dependiendo del estrés al cual se sometió a la 
planta de Arabidopsis thaliana. Estos partidores están detallados en la tabla 2.  
El programa de PCR utilizado fue: 
 95ºC denaturación inicial, 5 minutos 
 95ºC denaturación, 30 segundos 
 58ºC temperatura de unión para partidores, 30 segundos 
 72ºC extensión, 30 segundos 
 Repetición de 33 ciclos a partir del segundo punto. 
Posteriormente el producto de la PCR fue cargado en un gel de agarosa al 3,5% p/v (Moreno 
y cols. 2012) acompañado de un marcador de tamaño molecular de 100 pb marca Fermentas.  
De igual forma se tomaron los productos de PCR y se cargaron en el equipo Fragment 
Analyzer y se corrieron siguiendo las indicaciones propuestas por el fabricante en el   High 
Sensitivity NGS Fragment Analysis Kit (35bp-6000bp) y usando capilares con una longitud de 
33 a 55 cm (capilares cortos).  
b) Análisis cuantitativo: una vez hecho la PCR y haberla corrido en el equipo Fragment 
Analyzer,  se tomaron los valores de área del pick correspondiente a la forma procesada de 
AtbZIP60 y se interpolaron en la curva estándar confeccionada a partir de los datos obtenidos 
de las diferentes diluciones. 
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Los datos son representados como bZIP60 s (nº de copias por μg de RNA total)  y a cada uno 
de ellos se les sustrajo el error proveniente de una muestra de gDNA considerando también la 
siguiente formula.  
        (                                )  (
                            
                    (             )
)      
Donde DF cDNA corresponde a un factor de dilución correspondiente al volumen de cDNA 
utilizado y bkg es el número de copias de bZIP60s utilizando ADN genómico (gDNA) como 
templado. 
3.2.9 Línea transgénica  
Para la construcción de las plantas transgénicas expresando bZIP60 fusionado a GFP, bajo el 
control de su propio promotor, una región promotora de 1,2 kb de bZIP60 (Iwata y Koizumi 
2005), fue amplificada usando los partidores 5'-ACA AGT TCG GTT GAT AAG GTC CAA 
CAA AA-3' y 5'-GGT CAA AAA AAA AAA AAT ATA CAA AGA AGA AAA AAA AAA 
GCG-3' y fue subclonada en el vector pENTR TOPO-5' (Invitrogen, Life Technologies). La 
región genómica de bZIP60 se amplificó utilizando los partidores 5'-GGGG 
ACAGCTTTCTTGTACAAAGTGGCG ATG GCG GAG GAA TTT GGA AGC ATA G-3' 
y 5'-GGGG ACAACTTTGTATAATAAAGTTGG GTG ATA TTA CCT GAA GTT ATG 
AAC AAC AAT C-3' y se subclonó en el vector pDONR P2R-P3. La secuencia de GFP se 
amplificó a partir del vector pSite-2CA usando los partidores 5`-
CACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGT-3` y 5`-
CTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAG-3` clonado en pENTR / D-TOPO (Invitrogen, 
Life Technologies). Los tres fragmentos se recombinaron en el vector pK7m34GW (Karimi 
et al. 2005).  Utilizando la tecnología propuesta para Multisite Gateway (Invitrogen, Life 
Technologies). Este constructo se transfirió a Agrobacterium tumefaciens GV3101 :: pMP90 
por el método de congelación-descongelación (Holsters et al. 1978). Finalmente este 
constructo se transfirió a plantas mutantes insercionales bzip60 (SAIL_283_B03) por el 
método de inmersión floral (Clough y Bent 1998). Las plantas que albergan el transgen se 
seleccionaron en placas con sales de MS al 0,5X conteniendo kanamicina. 
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 Tabla 1. Lista de partidores utilizados en esta tesis. 
Nombre 
partidor 
Secuencia 5`-3` Blanco Tm ºC 
experimental 
Concen
tración 
(nM) 
T7pro-bZIP60-
CDS 
CAGAGATGCATAATACGACTCAC
TATAGGGAGACCACCATGGCGG
AGGAATTTGGAAGC 
bZIP60s 65 
250 
bZIP60-CDS-
polyT 
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTTTCACGCAAGGGTTAAGAT 
bZIP60s 65 
250 
5`F GCTGAAAACCAGTCTCTACGTT bZIP60 58 250 
5`R AAGCAGGGAACCCAACAG bZIP60 58 250 
Ef1a.F TGGTGACGCTGGTATGGTTA eF1a 58 125 
Ef1a.R CATCATTTGGCACCCTTCTT eF1a 58 125 
qRD29B-For TGGTCATGAGCAAGCAGAAG RD29b 55 250 
qRD29B-Rev TGGGTCTTGCTCGTCATACT RD29b 55 250 
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4. RESULTADOS 
4.1. Estandarización la técnica de electroforesis capilar con detección de fluorescencia 
inducida por láser (CE-LIF), para la detección cualitativa y cuantitativa del procesamiento del 
ARN mensajero de bZIP60 en plantas de Arabidopsis thaliana tratadas con DTT y Tm. 
4.1.1.  Extracción de RNA total, cuantificación y verificación de integridad. 
A continuación se muestra un figura representativa de todas  las extracciones y análisis de 
RNA de diferentes tratamientos y temporalidades en plántulas de siete días de Arabidopsis 
thaliana. Se puede observar claramente la presencia mayoritaria de los RNA ribosomales 25S  
y 18S representados por dos bandas con movilidad electroforética diferente  y, por último, y 
de forma más leve la presencia del RNA 5,8S. (Fig. 1A). Por otra parte, dado que el análisis 
anterior no fue realizado en condiciones no denaturantes, se procedió a analizar las mismas 
muestras mediante CE-LIF según el punto 3.2.5.2 de tal manera de otorgarnos un valor de 
integridad (RQN) para nuestras muertas. Como se puede observar, las muestras poseen 
valores superiores a 7 indicando una buena calidad  e integridad de nuestro RNA según lo 
planteado en el punto 3.2.5.2 (Fig. 1B) adicionalmente se cuantifico y  evaluó la pureza de 
estas muestras (Tabla 2) observando que todas poseen un valor 260/280 ≥ 1,7 según lo 
establecido en el punto 3.2.5.2. 
 
 
 
Figura 1. Análisis de calidad en muestras de RNA. Análisis de integridad en muestras 
de RNA mediante electroforesis convencional en un gel de agarosa al 2% p/v en buffer de 
corrida TAE 1X (A) y mediante  CE-LIF (B). 
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4.1.2.  Detección cualitativa  del procesamiento del ARN mensajero de bZIP60 en plantas de 
Arabidopsis thaliana  tratadas con DTT y TUN. 
Una vez analizado el RNA se procedió a sintetizar cDNA según el punto 3.2.7 en plantas 
silvestres Col-0 y doble mutante ire1a-ire1b y a realizar una PCR según el punto 3.2.8.1 en 
muestras tratadas con tunicamicina y DTT por 2 horas,  estas fueron analizadas por 
electroforesis convencional (Fig. 2A) y por electroforesis capilar (CE-LIF; Fig. 2B). En todos 
los casos se puede observar una banda correspondiente a la forma no procesada de bZIP60 
(bZIP60 u), sin embargo en los casos donde se aplicaron agentes químico capaces de inducir 
UPR (Tm y DTT), se puede apreciar una segunda banda con una movilidad electroforética 
similar al estándar de 100 pb, indicándonos la presencia de la forma procesada de bZIP60 
(bZIP60 s) (Fig. 2A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Detección de la forma procesada de bZIP60 por CE-LIF y presencia de un 
fragmento con movilidad electroforética similar.  Análisis cualitativo del procesamiento de 
bZIP60 en plantas Col-0 e ire1a-ire1b doble mutante, bajo tratamiento con DTT 2mM, Tm 
5μg/m, agua y DMSO 0,01% mediante electroforesis en gel de agarosa al 3,5% p/v (A) y CE-
LIF (B) (agua y DMSO son tratamientos controles para DTT y Tm respectivamente), * 
corresponde a la presencia de la molécula hibrido proveniente de ambas formas de bZIP60 
formada durante la PCR, la flechas marcan la posición de un pico artefacto generado durante la 
PCR. Análisis del procesamiento de bZIP60 utilizando como molde muestras donde no existe la 
acción de IRE1 mediante electroforesis convencional (C) y CE-LIF (D). Todos los 
experimentos se realizaron al menos tres veces con resultados similares. 
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Por otra parte las mismas muestras se aprecian como picos en el electroferograma entregado 
por el equipo de CE-LIF observándose en todos los casos la forma no procesada de bZIP60, 
mientras que solo en los tratamientos de DTT y Tm, se puede apreciar un segundo pico muy 
cercano a los 100 pb evidenciando la forma procesada de bZIP60. En la misma figura 
también se observa un tercer pico que representa la formación y presencia de un híbrido 
generado por el alineamiento de las dos formas de bZIP60 (Fig. 2B, (*)).  Por otra parte las 
flechas negras en los tratamientos con DMSO y H2O muestran la ubicación de un pequeño 
pico con una movilidad  electroforética y tiempo de retención similar al de la forma bZIP60s. 
Considerando que el pequeño pico visualizado puede deberse a la formación de un fragmento 
aberrante producto de un error por parte de la DNA polimerasa, se decidió utilizar ADN 
genómico (gDNA) como templado en la reacción de la PCR de tal forma de  descartar la 
acción de IRE1 en el procesamiento de AtbZIP60 (Fig. 2C). Este pico es visualizado de 
mejor manera en la figura 2D, en donde se analizó el producto proveniente de una muestra 
de gDNA por CE-LIF.  
4.1.3.  Detección cuantitativa  del procesamiento del ARN mensajero de bZIP60 en plantas 
de Arabidopsis thaliana  tratadas con DTT y TUN.  
Para la detección cuantitativa del procesamiento de bZIP60 se realizó una curva estándar para 
poder determinar el número de copias del transcrito de bZIP60s provenientes de un μg de 
RNA. Para ello se procedió a sintetizar de manera in vitro la forma procesada de bZIP60. 
4.1.3.1 Transcripción in vitro y verificación de la forma procesada de bZIP60.  
Para la síntesis in vitro de la forma procesada de bZIP60 se realizó la amplificación por PCR 
de la forma bZIP60s (métodos 3.2.6 y Tabla 1) la que posteriormente fue purificada 
(métodos 3.2.6) y analizada mediante electroforesis convencional. (Fig. 3A). Posteriormente 
se realizó la reacción de transcripción  in vitro (métodos 3.2.6)  la cual fue analizada 
mediante CE-LIF observándose principalmente un  gran pico evidenciando la presencia 
mayoritaria del RNA de bZIP60s (Fig. 3B). Adicionalmente para corroborar que nuestra 
reacción de transcripción funcionó, se decidió tratar la muestra con RNasa A y DNasa 1 para 
verificar que se trataba de RNA observándose la total degradación en aquellos tratamientos 
donde se encuentra presente la enzima RNasa A (Fig. 3C). Finalmente para corroborar que 
solo amplificaremos la forma procesada de bZIP60 se sintetizó cDNA y se cargó en un gel de 
agarosa el producto de la PCR utilizando partidores capaces específicos para la amplificación 
de ambas formas de bZIP60 (Tabla 1), visualizándose que en aquella muestra proveniente de 
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la reacción de RNA in vitro solo se detecta la presencia de la banda correspondiente a 
bZIP60s (Fig. 3D). 
 
 
 
 
 
4.1.3.2 Confección de curva estándar para la forma procesada de bZIP60.  
Para la realización de la curva estándar para la molécula mencionada anteriormente, se 
analizó mediante electroforesis convencional y CE-LIF el producto de la PCR proveniente de 
diversas diluciones establecidas en el punto  3.2.7. Como se puede observar, existe una clara 
diferencia de sensibilidad entre ambas técnicas una vez que son cargados y analizados el 
mismo volumen de la reacción de la PCR habiendo pasado en ambos casos por un factor de 
dilución equivalente. Esto debido a que en la electroforesis en gel de agarosa se puede 
observar la clara presencia de una banda usando como templado 50x10
2
 moléculas de 
bZIP60s en la reacción de PCR. (Fig. 4A) Por otra parte, al observar los electroferogramas, 
se puede apreciar un pico utilizando como templado 10 copias de la molécula de bZIP60s. 
(Fig. 4B). Para comprobar que los picos observados en todas las diluciones corresponden al 
tiempo de migración de la forma bZIP60s, se tomaron y analizaron algunas diluciones 
Figura 3. Obtención de cDNA con la presencia de la forma procesada de bZIP60 pura. (A) 
Amplificación y análisis le la forma procesada de bZIP60 completa mediante electroforesis 
convencional. (B) Análisis mediante CE-LIF del RNA in vitro de bZIP60 s. (C) Comprobación de 
la síntesis de  RNA utilizando enzimas capaces de degradar RNA y DNA. (D) Verificación de  una 
única banda correspondiente a la forma procesada de bZIP60 utilizando gel de agarosa al 3.5% p/v. 
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representativas y se alinearon de acuerdo a su tiempo de retención y aparición, 
evidenciándose que los picos observados migran al mismo tiempo que la forma procesada de 
bZIP60  presente en el control positivo en donde se encuentran presentes ambas formas de 
bZIP60 (Anexo Fig. 1C). Finalmente se corrieron por triplicado en la CE-LIF según el punto  
obteniendo la ecuación de la recta y con un coeficiente de determinación  de 0,97 indicando 
correlación y linealidad en el proceso de amplificación por parte de la PCR utilizando como 
templado hasta 1000 copias de la forma procesada de bZIP60 sintetizada de manera in vitro 
(Fig. 4C). Encontrándose además que es posible alcanzar niveles entre las 10000 a 13000 
copias de transcrito de bZIP60 procesado, en muestras tratadas con Tm o DTT mientras que 
en todos los otros casos no se detectó presencia de esta forma de bZIP60.  
 
 
 
 
 
 
Figura 4. CE-LIF es una técnica cuantificable y más sensible que la electroforesis convencional. 
Amplificación y análisis le la forma procesada de bZIP60 mediante electroforesis en gel de agarosa 
(A) y CE-LIF (B). En ambos casos el producto de la PCR posee un factor de dilución de 12 y se 
analizaron 2 uL de muestra. Control (+) corresponde a una muestra de plántula completa tratada con 
DTT por 2 horas (A) y (B). (C) Confección de curva de calibración a usando como templado diversas 
diluciones de bZIP60 s versus el valor de área arrojado por el equipo de electroforesis capilar. (D) 
Análisis y cuantificación del procesamiento de bZIP60 en muestras tratadas con Tm 5ug/mL o DTT 
2mM por 2 horas en plantas silvestres Col-0 y doble mutantes en ire1. Todos los experimentos se 
realizaron al menos tres veces con resultados similares. 
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4.1.3.3 Análisis cinético del procesamiento de bZIP60 frente a tratamientos con Tm y DTT.  
Para analizar el procesamiento de bZIP60 a lo largo del tiempo se procedió a realizar 
tratamientos de inducción según el punto 3.2.4.1.1.  Observando de manera cualitativa una 
mayor presencia de bZIP60 s a las dos horas de tratamiento con DTT o con Tm, mientras que 
en los tratamientos control como agua y DMSO no es posible observar la presencia de esta 
forma de bZIP60 (Fig. 5A). Adicionalmente y  de forma cuantitativa,  se puede visualizar una 
mayor cantidad de copias de bZIP60s a las 2 horas de tratamiento (Fig. 5B) corroborando lo 
visualizado en el gel de agarosa. Posteriormente, para estudiar el decaimiento en el 
procesamiento de bZIP60 luego de 2 horas de tratamiento, tanto con Tm como con DTT, se 
procedió a realizar un experimento de re utilización de los medios usados  para evaluar el 
corte de bZIP60 mediado por IRE1. Tanto para Tm como DTT se pudo observar que los 
medios que habían sido usados por 2 horas, son capaces de gatillar el corte de bZIP60 de un 
nuevo grupo de plantas  llegando incluso a los niveles máximos alcanzados con Tm (Anexo 
Fig. 2A-B) evidenciando de esa manera que el decaimiento luego de dos horas de tratamiento 
es una respuesta propia de las plantas en estudio y no de una posible degradación del agente 
químico en el tiempo. 
 
Figura 5. El procesamiento de bZIP60 es máximo luego 
de dos horas  de tratamiento. (A) Análisis cualitativo del 
procesamiento de bZIP60, mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 3,5% p/v bajo tratamiento con agentes químicos 
como DTT 2mM y Tm 5μg/m. Agua y DMSO 0,01% son 
tratamientos controles para DTT y Tm respectivamente. (B) 
Análisis cuantitativo del procesamiento de bZIP60 mediante 
CE-LIF. Todos los experimentos se realizaron al menos tres 
veces con resultados similares. 
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4.1.3.4 Análisis cinético del procesamiento de bZIP60 frente a tratamientos de lavado y re-
inducción de agentes químicos como Tm y DTT.  
Siguiendo lo establecido en el punto 3.2.4.1.2  se puede observar que para el tratamiento con 
DTT, es clara y pronunciada la atenuación en el procesamiento de bZIP60 luego del lavado 
del químico (1 y 2 horas post- lavado), mientras que si se re induce con una segunda 
exposición con DTT, se observa el claro pero sostenido aumento de la presencia de la forma 
procesada de bZIP60. Paralelamente, para el tratamiento con Tm se observa un decaimiento 
en el procesamiento de bZIP60 solo 2 horas después (post-lavado) y una fuerte respuesta y 
posterior decaimiento luego de la re- inducción del químico. Para estos dos experimentos se 
puede apreciar claramente  la dinámica del comportamiento de bZIP60 frente a una situación 
de estrés o ausencia de ella. (Fig. 6) 
 
 
 
4.2. Análisis  mediante CE-LIF el procesamiento del ARN mensajero de bZIP60 en plantas 
de Arabidopsis thaliana tratadas con elementos que pueden inducir estrés en el retículo 
endoplasmático. 
Dentro de este objetivo se analizaron  estímulos capaces de inducir la respuesta a proteínas 
mal plegadas  y adicionalmente fueron evaluados algunos tratamientos que no activaban 
dicha respuesta, pero que sin embargo, no habían sido analizados con la sensibilidad de los 
ensayos realizados en este trabajo.  
 
Figura 6. El procesamiento de bZIP60 es un proceso dinámico. Análisis cuantitativo del 
procesamiento de bZIP60 bajo tratamientos con DTT 2mM  y Tm 5μg/mL en situaciones de 
inducción, lavado y  re-inducción de estrés por causa del agente químico. Todos los experimentos se 
realizaron al menos tres veces con resultados similares. 
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4.2.1.  Análisis cinético del procesamiento de bZIP60 frente a estrés abiótico y estrés por 
hormonas. 
En primer lugar se agruparon los diversos estímulos según el tipo de estrés que pueden 
generar en la planta, es así, que por una parte se evaluaron  el estrés por desecación (manitol), 
estrés salino (cloruro de sodio) y estrés por calor (temperatura) agrupándolos en estrés del 
tipo abiótico. Como se puede observar, tanto el cloruro de sodio (NaCl) como el manitol 
(Man) son incapaces de gatillar la UPR, analizando por electroforesis convencional e incluso 
por CE-LIF. Adicionalmente para corroborar que el tratamiento fue efectivo y es capaz de 
generar una respuesta en la planta, se analizando la abundancia del transcrito de RD29b un 
gen marcador de estrés abiótico, (Anexo Fig. 3). En la figura se observa que efectivamente la 
abundancia del transcrito de  RD29b se ve aumentada frente a estas condiciones de estrés. Por 
otra parte el estrés por alta temperatura puede gatillar el corte de bZIP60 y de forma muy 
interesante,  ser constante a lo largo de todo el tratamiento (Fig. 7A- B). Es importante 
señalar que a pesar de que el procesamiento de bZIP60 estuvo presente a lo largo de todo el 
tratamiento con calor, este fue incapaz de alcanzar los elevados valores observados con DTT 
a las 2 h de tratamiento (Fig. 5 B).  
Por otra parte, cuando se analizó el procesamiento de bZIP60 utilizando las fitohormonas 
ácido salicílico (SA) y ácido abscísico (ABA), solo se pudo apreciar la UPR bajo el 
tratamiento con  SA visualizando una tenue banda a nivel de electroforesis en gel de agarosa 
(Fig. 7C) y corroborando esa escasa presencia, con  los bajos niveles de moléculas de 
bZIP60s arrojados por la CE-LIF. (Fig. 7D). Adicionalmente el tratamiento con ABA 
también es capaz de fomentar el aumento del transcrito de RD29b (Anexo Fig. 3). 
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4.2.2.  Análisis cinético del procesamiento de bZIP60 frente a tratamientos de lavado y re-
inducción de estrés con agentes como el SA y calor (42ºC).  
Habiendo realizado los experimentos de acuerdo al punto 3.2.4.1.2  se pudo visualizar que el 
comportamiento para el tratamiento con SA es de tendencia similar a lo observado en DTT en 
cuanto a la inducción, atenuación y re-induccion del estrés (Fig. 6 y Fig. 8) pero con niveles 
inferiores en número de moléculas de bZIP60s, observándose una caída importante 
alcanzando niveles indetectables para el equipo de CE-LIF una vez que se procede a lavar el 
SA. Sin embargo, cuando esta fitohormona es empleada en una segunda instancia, es posible 
observar nuevamente la presencia de la forma  procesada de bZIP60 tendiendo al aumento a 
lo largo del tiempo (Fig. 8). Por otra parte, cuando el estrés empleado es alta temperatura, 
Figura 7.  El procesamiento de bZIP60 es gatillado por calor y por ácido salicílico. Análisis 
cualitativo del procesamiento de bZIP60 mediante geles de agarosa al 3,5% p/v (A-C) y  
cuantitativo mediante CE-LIF (B-D). Los tratamientos fueron Man. 300mM; NaCl 150mM; SA 
0,5mM; ABA 10μM  y temperatura 42ºC. Los números en los carriles representan las horas 
tratamiento. Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces con resultados similares. 
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podemos ver claramente la existencia de bZIP60s tanto a 1 como 2 horas de tratamiento, 
seguido de un decaimiento luego de 2 horas de reposo a 21ºC y un posterior  incremento 
luego de someter a la planta a una reinducción del procesamiento de bZIP60 cuando se aplica 
nuevamente alta temperatura (42ºC) al sistema. (Fig. 8) 
 
 
 
 
 
4.3. Análisis mediante CE-LIF el procesamiento del mRNA de bZIP60 en distintos órganos 
de Arabidopsis thaliana y en plantas sometidas a estrés biótico y abiótico. 
4.3.1 Análisis del procesamiento de bZIP60 en diferentes órganos y/o tejidos de Arabidopsis 
thaliana. 
Para evaluar el procesamiento de bZIP60 en diferentes tejidos y/u órganos, se procedió a 
analizar en primer lugar la planta de Arabidopsis thaliana sin tratamiento y con tratamiento, 
adicionalmente tejidos con alta actividad metabólica como punta de raíz (Verbelen et al. 
2006) y anteras (Iwata et al. 2008).  
4.3.1.1. Análisis del procesamiento de bZIP60 en raíces y anteras de Arabidopsis thaliana. 
Una vez realizada la metodología propuesta en el punto 3.2.5.2  se procedió en primer lugar a 
analizar el procesamiento endógeno de bZIP60 en raíces y en punta de raíces, pudiéndose 
apreciar que a nivel de CE-LIF es posible detectar el splicing de bZIP60 en el sector de la 
Figura 8. El procesamiento de bZIP60 es dinámico frente a estrés por calor y por ácido 
salicílico. Análisis cuantitativo del procesamiento de bZIP60 mediante CE-LIF  en situaciones 
de inducción, lavado y  re-inducción de estrés por ácido salicílico 0.5mM., y estrés por calor 
(42ºC). La temperatura de reposo o salida de calor corresponde a 21ºC. Todos los experimentos 
se realizaron al menos tres veces con resultados similares. 
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punta de la raíz, la cual en este estudio, comprende las zonas de meristema, transición y 
elongación celular, ricas en actividad metabólica (Verbelen et al. 2006)  (Fig. 9A-B).  
Por otra parte, cuando es analizado dicho mecanismo en anteras es posible apreciar que solo 
existe una escasa presencia de bZIP60 s en anteras provenientes de  plantas silvestres (col-0) 
y no así, en plantas mutantes en ire1a-ire1b en donde no es posible detectar splicing a nivel 
de electroforesis convencional (Fig.9C)  y tampoco  a nivel de CE-LIF (Fig. 9D). 
 
 
 
 
4.3.1.2. Análisis del procesamiento de bZIP60 en diferentes órganos de  Arabidopsis thaliana 
con y sin estrés por calor.  
Tras el análisis del procesamiento de bZIP60 en diversos órganos de Arabidopsis. podemos 
mencionar que niveles endógenos de procesamiento mediado por IRE1, son indetectables 
tanto a nivel de electroforesis convencional como de CE-LIF, esto empleando plantas 
silvestres (col-0) como también plantas doble mutantes ire1a-ire1b empleadas como control 
ya que en ellas no se encuentra el gen que procesa o corta a bZIP60. (Fig. 10A y C). Por otra 
Figura 9. El procesamiento de bZIP60 está presente de manera endógena en algunos tejidos de 
Arabidopsis thaliana. Análisis cualitativo del procesamiento de bZIP60 mediante geles de agarosa 
al 3,5% p/v (A-C) y  cuantitativo mediante CE-LIF (B-D). Todos los experimentos se realizaron al 
menos tres veces con resultados similares. 
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parte, cuando sometemos a la planta a altas temperaturas podemos ver efectivamente el 
procesamiento de bZIP60 en los diferentes órganos analizados y más interesantemente, de 
forma diferencial para cada uno de ellos, siendo el tallo, uno de los órganos con mayor 
procesamiento de bZIP60 mediado por IRE1 tanto de manera cualitativa como cuantitativa  
(Fig. 10B y C); este evento de procesamiento en plantas tratadas con calor no es observable 
en las plantas doble mutantes en ire1
 
 
 
 
 
 
Figura 10. El procesamiento de bZIP60 es un evento órgano específico. Análisis cualitativo del 
procesamiento de bZIP60 en plantas silvestres (Col-0) y plantas doble mutantes ire1a-ire1b bajo 
condiciones sin tratamiento (A) y tratamiento de 42ºC por 1 hora (B). Utilizando geles de agarosa 
al 3,5% p/v (A-B). (C) Análisis cuantitativo del procesamiento de bZIP60 en las muestras 
evaluadas en el punto A y B utilizando la CE-LIF. Todos los experimentos se realizaron al menos 
tres veces con resultados similares.  
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4.3.1.3. Análisis del procesamiento de bZIP60 en diferentes regiones de plántulas de  
Arabidopsis thaliana y su relación con la proteína derivada de este transcrito.  
Adicionalmente para evidenciar que el procesamiento de bZIP60 puede ser diferencial 
dependiendo del tejido u órgano que se analice, se realizó un experimento evaluando 
diferentes regiones comprendiendo la raíz, hipocotilo y cotiledón en plántulas de 7 días de 
edad según lo establecido en el punto 3.2.4.1.3. Según los resultados obtenidos se puede 
observar que efectivamente utilizando DTT como un tipo de estrés y estimulo diferente a la 
alta temperatura, es posible observar nuevamente una respuesta diferencial en diferentes 
regiones de una plántula de Arabidopsis, incluso si el químico es entregado de diferentes 
formas, ya sea disuelto en un medio líquido o presente en un medio sólido. (Fig. 11) 
 
 
 
 
Adicionalmente, dado que se obtuvo un mayor procesamiento de bZIP60 en raíces, se 
procedió a analizar la presencia de la proteína derivada de este transcrito procesado en raíces 
tratadas con agentes capaces de gatillar fuertemente la UPR, tal es el caso de la Tm y el DTT 
(Fig. 12). La línea transgénica consiste en una complementación de una planta mutante en 
bZIP60, con una proteína de fusión GFP-bZIP60 comandada por el promotor nativo de este 
mismo gen (bzip60 / 60pro: GFP-bZIP60). Bajo los tratamientos con Tm y DTT es posible 
visualizar una fuerte acumulación de la proteína en el núcleo de la célula. En las muestras 
Figura 11. El procesamiento de bZIP60 es un evento diferencial y que no depende de la 
administración del estrés. Análisis cuantitativo del procesamiento de bZIP60 en diferentes 
regiones de plantas silvestres (Col-0) de 7 días de edad bajo tratamientos con DTT 2mM 
administrado tanto en medio MS líquido como en medio MS sólido.  Todos los experimentos se 
realizaron al menos tres veces con resultados similares. 
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tratadas con DTT se observa una mayor fluorescencia lo que posteriormente es 
correlacionado mediante CE-LIF con el mayor procesamiento de bZIP60 y la mayor 
presencia de la proteína mediante el análisis de western blot contra la porción GFP de la 
proteína llevada por esta línea transgénica.  
Es interesante notar que en condiciones basales no es posible observar la presencia de al 
menos la forma no procesada de bZIP60 (bZIP60u) considerando que el constructo que 
alberga la planta transgénica usada en este estudio, posee la secuencia genómica completa de 
este gen. Dado que en la UPR es común observar modificaciones post transcripcional y post 
traduccionales, podría razonarse que pudiese ocurrir algún evento de proteólisis que pudiera 
estar afectando la vida media de la proteína bajo situaciones basales o ausencia de estrés. Para 
chequear esta hipótesis, se utilizó un tratamiento con un inhibidor de proteasoma, MG132. 
Los resultados mostraron que en condiciones basales, no se detecta la acumulación de la 
proteína de fusión GFP-bZIP60 (Fig. 13B). Sin embargo, al utilizar MG132, fue posible la 
detección de fluorescencia (Fig. 13J). Un patrón diferente se observó cuando las plantas se 
trataron sólo con DTT, pues la proteína se acumula en el núcleo de la célula (Fig. 13F). Dado 
que la proteína bZIP60u ha sido reportada residiendo en el ER (Deng et al. 2011), se utilizó el 
marcador de ER, ER-tracker, para determinar si la fluorescencia observada provenía de 
retículo endoplásmico. La Fig. 13J muestra que una importante proporción de la señal 
presenta co-localización con la señal de ER-tracker (Fig. 13I). Adicionalmente y con el fin de 
evaluar el efecto del tratamiento con DTT en las plantas tratadas con MG132, se incubaron  
plantas con los productos químicos y se analizaron mediante microscopía confocal (Fig. 
14N). En la figura se observa que el patrón de fluorescencia cambia en comparación con las 
imágenes obtenidas de las plantas tratadas sólo con MG132, ya que la señal se observa, en su 
mayoría, en el núcleo. Sin embargo, todavía es posible observar señal de fluorescencia 
proveniente desde citoplasma. 
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Figura 12. La acumulación de la proteína 
GFP-bZIP60 en el núcleo se correlaciona 
con el procesamiento de bZIP60 bajo 
estrés de ER. (A-C) análisis por 
microscopia confocal en plántulas 
transgénicas de Arabidopsis que poseen el 
constructo 60pro: GFP-bZIP60  tratadas con 
DTT (2 mM) o Tm (5 μg / ml) durante 3 
horas. Posteriormente las plántulas fueron 
tiñidas con FM 4-64 (5 μM) por 5 minutos a 
temperatura ambiente. Plántulas no tratadas 
se usaron como control. La barra posee una 
escala igual a 50 μm. (D-F) Plantas 
transgénicas de Arabidopsis que poseen el 
constructo 60pro: GFP-bZIP60 fueron 
tratados como se menciona arriba. Luego del 
tratamiento las plántulas se tiñeron con 
DAPI (1 μg / mL) durante 15 minutos a 
temperatura ambiente y se analizaron raíces 
por microscopía confocal. Las plántulas no 
tratadas se utilizaron como control. La barra 
de escala es igual a 15 μm. (G) análisis por  
CE-LIF de RT-PCR en raíces de plántulas 
silvestres (WT) o bzip60 / 60pro: GFP-
bZIP60 de 7 días de edad tratadas con DTT 
(2 mM) o Tm (5 μg / mL) durante 3 horas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
(H) Análisis por western blot de extractos de proteínas totales obtenidos de raíces de bzip60 / 
60pro: GFP-bZIP60 en plantas transgénicas de Arabidopsis de 7 días  tratadas con DTT (2 
mM) o Tm (5 μg / ml) por  3 horas usando un anticuerpo policlonal contra GFP. Raíces de 
plantas mutantes bZIP60 se utilizaron como control. El anticuerpo anti-PEPC se utilizó como 
control de carga. Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces con resultados 
similares. 
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Figura 13.  La inhibición de la actividad 
del proteasoma conduce a la detección de 
bZIP60u en el ER. Plántulas de 
Arabidopsis de 7 días que albergan el 
constructo 60pro: GFP-bZIP60 fueron 
tratadas con DMSO (0,2% v / v) (A-D), 
DMSO + DTT (2 mM) (E-H), MG132 (100 
μM) (I-L) o MG132 + DTT (2 mM) (M-P). 
Pretratamientos con DMSO y MG132 se 
realizaron durante 18 horas en placas con 
MS 0,5x con Phytagel. Para DMSO + DTT 
o MG132 + DTT, las plántulas fueron pre-
tratadas con DMSO o MG132 como se 
mencionó anteriormente y se trataron con 
DTT durante 3 horas. Después del 
tratamiento, las plántulas fueron teñidas con 
ER-Tracker Blue-White DPX (1 μM) 
durante 45 min. enjuagadas y  tiñidas con 
FM 4-64 (5 μM) durante 5 min. adicionales 
y a temperatura ambiente. Finalmente, las 
raíces se analizaron por microscopía 
confocal. La barra de escala es igual a 5 μm. 
(Q) Análisis por western blot de extractos de proteína total obtenidos de plantas transgenicas 
bzip60 / 60pro: GFP-bZIP60 de 7 días de edad tratadas con DMSO (0,2% v / v), MG132 (100 
μM) o MG132 + DTT (2 mM) como se mencionó anteriormente, utilizando un anticuerpo 
policlonal contra la GFP. Plántulas mutantes bZIP60 se utilizaron como control. El anticuerpo 
anti-PEPC se utilizó como control de carga. (R) análisis por CE-LIF de RT-PCR de raíces de 
bzip60 mutante o bzip60 / 60pro: GFP-bZIP60 de 7 días tratadas con DMSO (0,2% v / v), 
DMSO + DTT (2 mM), MG132 (100 μM) o MG132 + DTT (2 mM) como se describió 
anteriormente. Los picos corresponden a la forma no procesada (U) y procesada (S) de bZIP60 
en el electroferograma. El * indica la detección de un tercer pico presente solo en las muestras 
tratadas con DTT. Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces con resultados 
similares.  
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4.3.1.4. Análisis del procesamiento de bZIP60 en plantas de  Arabidopsis thaliana con estrés 
gatillado por patógeno.  
Una vez realizado el desafío de la planta con la bacteria patógena  Pseudomonas syringae pv. 
tomato (Pst DC3000 AvrRpt2), es posible observar el claro procesamiento de bZIP60, 1 h post-
infección (Fig. 14A y B), alcanzando niveles similares a los tratamientos realizados con SA 
(Fig. 7D), Este evento es respuesta exclusiva de la interacción del agente patógeno con la 
planta ya que la condición control de infiltración sólo del medio y sin la bacteria,  no es 
posible detectar procesamiento de bZIP60 (Fig. 14A y B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. El procesamiento de bZIP60 es gatillado por la infección de una bacteria 
avirulenta. Análisis cualitativo utilizando geles de agarosa al 3,5% p/v de la cinética del 
procesamiento de bZIP60 en la porción aérea de plantas silvestres (Col-0) de dos semanas de 
edad bajo condiciones de tratamiento con y sin Pst DC3000 (AvrRpt2) (A) y  cuantitativo 
utilizando la CE-LIF (B). Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces con 
resultados similares. 
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5. DISCUSIÓN 
5.1 Análisis de calidad en muestras de RNA. 
La calidad e integridad del RNA, son parámetros muy importantes cuando se quiere realizar 
ensayos de alta sensibilidad como, por ejemplo, análisis de expresión cuantitativa (qRT-PCR) 
o análisis por CE-LIF como lo es el caso de esta tesis (Udvardi M. et al., 2008). Una de los 
parámetros usados actualmente para determinar la integridad del RNA es el número RIN 
(RNA Integrity Number), el cual asigna valores del 1 al 10 a muestras de RNA. Una muestra 
que posee un valor de 1, se encuentra  totalmente degradada y totalmente íntegra, aquella que 
posee un valor de 10 (Schroeder et al., 2006). Este número RIN está ligado específicamente 
al equipo Bioanalyzer 2100 de Agilent, pero de forma análoga, también existe un parámetro 
de calidad entregado por el equipo Fragment analyzer usado en esta tesis, conocido como 
RQN (RNA Quality Number). El valor de RQN también tiene una escala del 1 al 10, siendo 
el valor 10 una muestra de RNA íntegro. Este valor de RQN resulta ser muy similar al valor 
RIN, dado que una misma muestra presenta un valor muy similar en cuanto a su integridad 
respecta (Wong y Pang. 2013) es por esta razón que se consideraron muestras con un valor de 
RQN ≥ 7 (Udvardi y cols. 2008). Estos valores son apreciables en la figura 1 B y la tabla 2, 
indicando que las muestras empleadas en este trabajo siempre cumplieron con los parámetros 
de calidad e integridad.    
5.2 Detección cualitativa  del procesamiento del ARN mensajero de bZIP60 en plantas de 
Arabidopsis thaliana  tratadas con DTT y TUN. 
El procesamiento de bZIP60 ha sido bien estudiado y analizado bajo diversos tipos de 
estímulos o estreses (Deng et al. 2011; Nagashima et al. 2011; Moreno et al. 2012). En todos 
los trabajos citados, el procesamiento de bZIP60 ha sido analizado mediante electroforesis en 
geles de agarosa, entregando información de carácter cualitativo. En esta tesis también se 
analizó el procesamiento de bZIP60 bajo esa metodología, empleando de manera similar, 
partidores capaces de amplificar ambas formas de bZIP60 en la misma reacción de PCR. 
Como se puede apreciar en la Fig. 2A  una segunda banda correspondiente a la forma 
procesada de bZIP60 es observable en plantas silvestres tratadas con DTT o Tm (dos agentes 
químicos clásicamente usados para activar la UPR) mientras que en plantas doble mutantes 
para los genes ire1a e ire1b este evento no es observable ya que son estos genes los 
encargado de cortar o procesar a bZIP60 (Nagashima et al. 2011).  
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Por otra parte, y de acuerdo al enfoque de esta tesis, fue necesario analizar estas muestras 
mediante electroforesis capilar CE-LIF para determinar el patrón de migración visualizándose 
en todas ellas un pico correspondiente a la forma no procesada unspliced de bZIP60 y solo un 
segundo pico en plantas silvestres tratadas con DTT o Tm (Fig. 2B).Adicionalmente fue 
observable un tercer pico el cual podría corresponder al híbrido generado entre ambas 
moléculas dado la complementariedad de bases que existe entre ellas (Moreno et al. 2012). 
La presencia de una molécula hibrido ha sido descrita también en mamíferos (Shang y 
Lehrman 2004). Encontrándose siempre que posee una movilidad electroforética menor a las 
dos formas de XBP1 y bZIP60. 
Es importante señalar la presencia de un pequeño pico indetectable a nivel de electroforesis 
convencional pero si por la CE-LIF. (Fig. 2B y D). Una posible explicación para la formación 
de este pequeño pico radica en uno de los errores que puede cometer la DNA polimerasa 
durante la PCR (Liu et al. 2010). Esto debido a la formación de una horquilla generada por 
complementariedad de bases que existe en la zona de procesamiento en la secuencia del gen 
bZIP60 (Nagashima et al. 2011). La presencia de este artefacto coincide o posee un tiempo de 
retención similar a la forma procesada de bZIP60 generando un error basal incluso en 
muestras de gDNA en donde no existe procesamiento mediado por IRE1. (Fig. 2C y D), 
corroborando lo señalado anteriormente.  
5.3 Transcripción in vitro y verificación de la forma procesada de bZIP60. 
Una vez hecha la purificación de la banda y posterior síntesis in vitro del RNA de la forma 
procesada de bZIP60, se observaron pequeños picos de RNA de menor tamaño indicando que 
posiblemente la purificación no fue completa. Satisfactoriamente no se observó ningún pico 
por sobre el tamaño esperado y en el posterior análisis mediante electroforesis, no se observó 
una banda correspondiente a la forma no procesada de bZIP60 (Fig. 3D).  
5.4 CE-LIF es una técnica cuantificable y más sensible que la electroforesis convencional. 
La CE-LIF ha sido caracterizada como una técnica con una gran sensibilidad (Schwartz y 
Ulfelder 1992), en la (Fig. 4A y B) se observó una notoria diferencia en la sensibilidad 
alcanzada entre ambas técnicas utilizadas en esta tesis. Dicha sensibilidad fluctúa entre una a 
dos órdenes de magnitud. Esta diferencia se encuentra en concordancia considerando que el 
límite de sensibilidad para el equipo Fragment analyzer se encuentra dentro de los pg/μL 
(http://aati-us.com/product/fragment-analyzer) y que la sensibilidad para el agente 
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intercalante gel red utilizado en esta tesis se encuentra en el rango de los nanogramos  
(http://biotium.com/technology/gelred-gelgreen-nucleic-acid-gel-stains). Por otra parte, para 
hacer cuantificable la técnica de CE-LIF fue necesario realizar una curva estándar, la 
generación de curvas patrones ya ha sido utilizada para hacer cuantificable la electroforesis 
capilar (Wang et al.2008; Li et al. 2009). Nuestra curva estándar posee un coeficiente de 
correlación cercano a 1 indicando una buena correlación entre nuestros datos.  
5.5 Análisis cinético del procesamiento de bZIP60 frente a tratamientos con Tm y DTT.  
Mediante la utilización de dos agentes químicos, ampliamente utilizados para gatillar UPR, 
fue posible observar un mayor procesamiento de bZIP60 a las dos horas de tratamiento con 
ambos químicos utilizados (Fig. 5). Es importante recordar que la Tm estaría inhibiendo la N-
glicosilacion proteica, mientras que el DTT estaría interfiriendo con la formación de enlaces 
disulfuro en la estructura de las proteínas. En la literatura también ha sido evaluada esta 
cinética del procesamiento de bZIP60 encontrándose que efectivamente a las 2 horas de 
tratamiento con Tm, se observa el mayor procesamiento de mRNA de este gen (Nagashima et 
al. 2011), mientras que para DTT entre 1 y 2 horas de tratamiento se ve una fuerte señal o 
corte del mRNA de bZIP60 (Deng et al. 2011). Estas leves diferencias podrían estar ligadas 
al manejo o crecimiento de las plantas, para la cual cada laboratorio posee su propio 
protocolo pudiendo interferir en las mediciones. Es importante señalar que las 
concentraciones de químicos utilizadas son similares dando cuenta que los datos obtenidos 
son sostenidos con lo ya publicado. Dichas diferencias leves podrían estar asociadas a los 
equipos utilizados en cada laboratorio para las diferentes mediciones o incluso a la calidad e 
intensidad de luz considerando que plantas sometidas a tratamientos con oscuridad, presentan 
una mayor capacidad de respuesta a UPR que plantas mantenidas en luz, sugiriendo que 
diferencias en la variante luz podría modificar la respuesta UPR (Lu y Christopher 2008). 
Adicionalmente, en este experimento se pudo observar un decaimiento en el corte del mRNA 
de bZIP60 en tiempos posteriores a dos horas de tratamiento. Para determinar que este 
comportamiento es un mecanismo activo presente en la planta, se ha diseñado un 
experimento para determinar si el químico es capaz de generar la activación de la respuesta a 
UPR en tiempos tardíos de tratamiento y que el decaimiento en el procesamiento mediado por 
IRE1 no se debe a una posible degradación del agente químico en la solución (Chawla et al. 
2011). Este experimento consistía en la remoción del medio con Tm por medio fresco, 
evaluándose finalmente el decaimiento en el procesamiento de HAC1 luego de ese lavado. En 
esta tesis se realizó un experimento similar en donde un nuevo grupo de plantas fue tratada 
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con soluciones de MS líquido con Tm o DTT las cuales ya habían sido utilizadas durante dos 
horas para gatillar la UPR en otras plantas. Como se pudo observar en la Fig. 15A y B la 
forma procesada de bZIP60 es visible nuevamente, indicando que el decaimiento en el 
procesamiento del mRNA de este gen es una respuesta temporal de la planta frente a 
estímulos sostenidos y no debido a una eventual inactivación de los químicos utilizados en 
solución. Probablemente esta respuesta se debe a la activación de un mecanismo de muerte 
celular, ya que se ha evidenciado que células bajo un estrés de retículo prolongado 
desencadenan dicha respuesta (Lin et al. 2007). Adicionalmente, células expresando una 
chaperona de retículo son capaces de sobrevivir durante más tiempo, observándose además 
un retraso en el decaimiento del procesamiento de XBP1 (Gupta et al. 2010). Un dato útil 
para potenciar dicha hipótesis, podría ser la evaluación  mediante qRT-PCR de la abundancia 
transcripcional de genes relacionados con muerte celular en los tiempos evaluados en esta 
tesis, uno de ellos podría ser un residente de la membrana del ER conocido como Inhibidor 
Bax-1 (AtBI-1) considerando que su expresión y función es crítica para garantizar la 
supervivencia celular. (Watanabe y Lam 2008). Adicionalmente el procesamiento del mRNA 
de bZIP60 puede verse afectado indirectamente por la presencia o ausencia de proteínas o 
moléculas capaces de unirse a IRE como es el caso de BIP (Bertolotti et al. 2000). En este 
mismo sentido, también han sido descritos, metabolitos secundarios, como los flavonoides, 
capaces de unirse a IRE aunque su efecto en el procesamiento de diversos mensajeros en 
plantas, aun es desconocido (Wiseman et al., 2010).   
Por otra parte, a la hora de cuantificar el procesamiento mediado por IRE1 de diversos 
transcritos, es importante mencionar que la metodología empleada en esta tesis no ha sido 
utilizada en otros estudios relacionados con la cuantificación de la forma procesada de 
bZIP60 o sus ortólogos HAC1 y XBP1 presentes en levaduras y mamíferos respectivamente.  
En dichos casos los datos han sido  expresados como porcentaje (Han et al., 2009;  Chawla et 
al., 2011) Adicionalmente la metodología de cuantificación empleada difiere mucho de la 
usada en esta tesis, por lo que es difícil la comparación de resultados de forma cuantitativa.  
En esta tesis la cuantificación de datos se basa en la metodología utilizada, la cual consta de 
una primera parte de un RT-PCR en condiciones saturantes para la forma no procesada de 
bZIP60. Es así que resulta complejo establecer un porcentaje del procesamiento mediado por 
IRE1. Por otra parte, la forma procesada de bZIP60 analizada también en los mismos 
ensayos, no se encontraría saturada de acuerdo a los datos arrojados por la curva estándar, por 
esta razón es posible su cuantificación por si sola.  
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Según los datos obtenidos y la (Fig. 4 y 5) fue posible observar una correlación numérica y 
visual indicando que al menos en una muestra de 1 ug de RNA provenientes de plántulas 
tratadas por 2 horas con DTT, alcanzamos valores entre 12000 a 13000 copias de mRNA y 
9000 a 10000 copias de mRNA en muestras tratadas con Tm para la forma procesada de 
bZIP60.  
5.6  Análisis cinético del procesamiento de bZIP60 frente a estrés abiótico y estrés por 
hormonas. 
De manera muy interesante, los resultados obtenidos muestran que el procesamiento de 
bZIP60 puede ser gatillado, pero en niveles y tendencias diferentes a las observadas en los 
tratamientos con DTT o Tm, pudiendo mencionar que bajo un tratamiento con la fito-
hormona SA, el procesamiento es alrededor de 5 veces menor que los tratamientos 
anteriormente descritos. Es importante señalar que los químicos empleados para gatillar la 
UPR son estímulos fuertes y que no se encuentran  en esas concentraciones de manera 
endógena en la naturaleza pudiendo explicar en parte las diferencias de intensidad de señal. 
Por otra parte con un estímulo de alta temperatura el procesamiento de bZIP60 no alcanza 
niveles tan altos como en el caso de los agentes químicos, pero interesantemente es 
perdurable en el tiempo evaluado, sin presentar el característico decaimiento luego de 2 horas 
de tratamiento con DTT, Tm e incluso con SA. Sería interesante evaluar la presencia de la 
proteína derivada de este transcrito bajo tratamientos con calor considerando que niveles altos 
de procesamiento y perdurables en el tiempo, podrían desencadenar la muerte celular y de 
manera más interesante, teniendo en cuenta posibles modificaciones post traduccionales, 
como una posible proteólisis, considerando los datos observados en la Figura 13. Finalmente 
este tipo de estímulos ya habían sido evaluados cualitativamente bajo condiciones similares a 
las empleadas en esta tesis (Deng et al. 2011; Moreno et al. 2012) observándose también 
niveles de procesamiento similares a los observados en este trabajo, los cuales son 
cualitativamente menores a los observados con agentes químicos como la Tm y DTT.  
Por otra parte bajo los estímulos con NaCl, Man y ABA no se observa procesamiento de 
bZIP60 incluso bajo los análisis por CE-LIF, este experimento es una corroboración de lo ya 
publicado por Moreno et al. 2012, en donde bajo estos tratamientos no se gatillaría el corte 
mediado por IRE1, sino que más bien, bajo estreses del tipo salino seria el factor de 
transcripción bZIP17 quien jugaría un papel primordial. (Liu et al. 2007; Henriquez-Valencia 
et al. 2015) 
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5.7 El procesamiento de bZIP60 es un proceso dinámico. 
Si bien es cierto que la respuesta UPR es un mecanismo para conservar la homeostasis 
celular, en plantas no se ha estudiado este mecanismo una vez que el sistema deja de estar 
sometido a un estrés y menos aún, si incluso es evaluada una reinducción de este mismo 
estímulo. En levaduras, el procesamiento de HAC1 puede verse directamente influenciado 
por la presencia o ausencia de un inductor de la UPR como la Tm (Chawla et al. 2011). Por 
otra parte, en el caso de mamíferos, se ha evaluado el procesamiento de XBP1 bajo 
situaciones  de inducción, lavado y reinducción de la UPR frente a tratamientos con DTT 
1mM, encontrándose que el procesamiento de XBP1 se encuentra íntimamente ligada a la 
situación de estrés en la que se encuentre la célula y que además IRE1 permanecería en una 
estado refractario luego de un proceso de atenuación del estrés (Li et al. 2010). En esta tesis, 
fue posible observar una situación similar a la documentada en mamíferos, encontrándose 
que el procesamiento de bZIP60 se ve fuertemente influenciado por la presencia o ausencia 
del agente inductor de la UPR, visualizándose tendencias similares frente a los tratamientos 
con SA y DTT probablemente debido a que ambos pueden afectar el estado redox celular y, 
por lo, tanto afectar la ruta de IRE1 de manera similar (Fig. 6 y 8).  Por otra parte tendencias 
similares también fueron observadas bajo los tratamientos con Tm y calor, una posible 
hipótesis para explicar este fenómeno radica en que ambos producen efectos graves en el 
plegamiento de proteínas, ya que la Tm actúa inhibiendo la enzima N-acetilglucosamina-1-P-
transferasa (GPT) (Koizumi et al. 1999) afectando el plegamiento asistido por el control de 
calidad ER. Así mismo, el calor puede inducir la formación de agregados de proteínas 
mediante la estimulación de la interacción de los dominios de proteínas que conducen a 
estados de plegamiento anormal que no se pueden recuperar, por esa razón el decaimiento en 
el procesamiento de bZIP60 bajo un tratamiento con calor es notorio solo luego de 2 horas de 
descanso. 
5.8 Análisis del procesamiento de bZIP60 en diferentes órganos y/o tejidos de Arabidopsis 
thaliana. 
Una de las preguntas dentro del estudio de la UPR es la posible presencia de la forma 
procesada de bZIP60 de manera endógena  en diferentes tejidos u órganos dentro de la planta. 
Por esa razón, en primer lugar, fueron evaluados dos tejidos con una elevada actividad 
metabólica considerando que una alta tasa de síntesis proteica puede activar la UPR. El 
primero de ellos es la región de punta de la raíz  (Verbelen et al. 2006). En la Fig. 9 se 
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observa que efectivamente existe la presencia de la forma procesada de bZIP60 de manera 
endógena en cuanto a mRNA, sin embargo es solo apreciable y cuantificable a nivel de CE-
LIF encontrándose una señal de bZIP60s incluso menor que bajo los tratamientos con SA. 
Cabe destacar que este análisis se realizó en plantas pequeñas de 7 días de edad y crecidas de 
manera in vitro en placas de MS-phytagel, por lo que sería interesante evaluar esta actividad 
en otro medio de crecimiento como tierra o hidropónico aunque la dificultad se acentuaría en 
la extracción de la muestra. Por otra parte, otro de los tejidos analizados fue el de anteras, 
previamente ya había sido evaluado mediante la metodología de western blot, encontrándose 
que efectivamente existiría la forma procesada de bZIP60 presente en este tejido (Iwata et al. 
2008). Efectivamente en la Fig. 9 se muestra que a nivel de mRNA, también es posible 
observar la forma procesada de bZIP60 en anteras pero de manera muy tenue y no con tanta 
claridad como se observa en la publicación citada. Una posible hipótesis radica en la 
especificidad temporal de la gran tasa metabólica que se da específicamente en las células del 
tapete, las cuales se encuentran rodeando al grano de polen. En esta tesis fueron analizados 
botones florales aproximadamente en etapa 12 de desarrollo, lo que equivale a un estado de 
desarrollo 10 para las anteras, situación en la cual comienza a ser degradado las células del 
tapete (Sanders et al. 1999) explicando en parte la escasa presencia de la forma procesada de 
bZIP60 ya que solo el grano de polen podría estar contribuyendo con la forma procesada de 
este gen. 
Una vez evaluado esos dos tejidos, se procedió a analizar diversos órganos de la planta de 
Arabidopsis (Fig. 10), sin embargo bajo ninguna técnica empleada en esta tesis fue posible 
observar de manera endógena la forma procesada de bZIP60 en plantas adultas. Iwata et al. 
(2008) analizan varios tejidos mediante ensayos de western, encontrándose que en los tejidos 
reproductivos se encontrarían presentes ambas formas de bZIP60 a excepción de las silicuas. 
En esta tesis solo se alcanzó a apreciar a nivel de mRNA este análisis, por lo que sería 
interesante replicar los experimentos de Iwata et al. (2008) y comparar los niveles de RNA 
mensajero y su respectiva proteína. 
Adicionalmente una vez que aplicamos alta temperatura (un estímulo fuerte capaz de activar 
la UPR) observamos que el procesamiento de bZIP60 fue activado en todos los tejidos 
evaluados, pero interesantemente posee diferentes niveles de procesamiento siendo el tallo, 
los botones florales y flores, algunos de los tejidos con mayor de corte mediado por IRE1. El 
análisis descrito anteriormente nunca había sido realizado en Arabidopsis por lo que sería 
interesante y necesario el análisis adicional de otros componentes de la vía de señalización de 
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la UPR. Una de estas vías  está mediada por IRE1, por lo que  una posible sobreexpresión o 
activación de este gen bajo ciertos estímulos y en regiones de la planta, podrían explicar en 
parte este fenómeno de procesamiento diferencial a lo largo de los diversos órganos 
analizados ya que incluso en plantas jóvenes tratadas con DTT fue posible ver una respuesta 
diferencial en regiones como la raíz, hipocotilo y contiledón independientemente de cómo fue 
administrado el químico (Fig. 11). 
5.9 Análisis del procesamiento de bZIP60 en plantas de  Arabidopsis thaliana con y sin estrés 
biótico.  
El análisis del procesamiento de bZIP60 en diferentes órganos de plantas tratadas con algún 
agente patogénico tampoco se ha llevado a cabo, una posible razón radica en la presencia 
endógena de la hormona ácido salicílico presente en plantas de elevada edad (Vasyukova y 
Ozeretskovskaya 2007).  Moreno et al. (2012) analizó el procesamiento de bZIP60 en hojas 
de plantas de 3 semanas, sin embargo, la metodología y cepa bacteriana empleada en el 
trabajo citado difiere  de la empleada en esta tesis por lo que es difícil la comparación de los 
resultados obtenidos. Se sabe que bajo a ataque por patógenos y durante la aplicación 
exógena de SA, la sobre expresión de genes como PR1 son de temporalidad tardía 
(Nagashima et al. 2014). En la Fig. 14 se observa que el procesamiento de bZIP60 es solo 
detectable luego de 1 hora post infección y que posteriormente desaparece. A pesar de que 
dicho comportamiento es observable solo cuando la bacteria está presente, es interesante  
observar que la forma procesada de bZIP60 estaría ausente en tiempos tardíos de tratamiento. 
Es necesario también analizar más componentes de la vía UPR tales como IRE1a e IRE1b 
(dada la importancia de IRE1a frente a tratamientos con patógeno) (Moreno et al. 2012) u 
otros participantes como bZIP17 y bZIP28 considerando la aparente relevancia de bZIP17 
frente a tratamientos con SA ya que al parecer la ausencia de este factor de transcripción 
gatillaría un efecto compensatorio por parte del factor de transcripción bZIP60, situación que 
solo ocurre bajo el tratamiento con SA previamente mencionado (Anexo Fig. 4). 
5.10 Acumulación de la proteína GFP-bZIP60 en el núcleo y su correlación con el 
procesamiento de bZIP60 bajo estrés de ER 
Como se pudo observar en la Figura 12. Fue posible correlacionar la presencia de una 
proteína con algún inductor de UPR dado, siendo también perceptible una mayor señal en 
muestras tratadas con DTT, tal y como se observa en la CE-LIF.  Deng et al. (2011) 
evidencian la presencia de la forma procesada de bZIP60 en el núcleo, sin embargo su ensayo 
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fue realizado en células de tabaco BY2 y además estaba comandado por un promotor fuerte 
como lo es el promotor 35S, haciendo difícil la comparación de datos. Por otra parte, 
curiosamente, el uso de un inhibidor del proteasoma  permitió detectar la proteína en ausencia 
de cualquier inductor de la UPR lo que sugiere que en condiciones basales, bZIP60u se 
estaría degradando (Fig.13). Este tipo de regulación por el proteasoma se ha descrito para la 
forma no procesada de XBP1 (XBP1u) (Yoshida et al. 2006). Además, el análisis de la 
localización subcelular en presencia de MG132 indicó que la proteína estaba presente en un 
compartimiento de ER, corroborando lo indicado anteriormente (Iwata et al. 2008). 
Adicionalmente, no se observó localización  nuclear de la proteína cuando no se aplicaron 
inductores de UPR. Dado que, no se observa procesamiento del ARNm bZIP60  bajo 
tratamientos solo con MG132, sugiriendo que la proteína observada corresponde a bZIP60u. 
Por otra parte la incubación con DTT y MG132 llevó al procesamiento del transcrito de 
bZIP60. Esto se correlaciona con la acumulación de la señal derivada de GFP-bZIP60 en el 
núcleo. Finalmente se sugiere que la proteína observada en tratamiento MG132 podría ser 
bZIP60u y la proteína presente tras el tratamiento con DTT podría ser bZIP60s (Fig. 13). 
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6. CONCLUSIÓN Y PROYECIONES 
1. El procesamiento de bZIP60 no llega a ser completo bajo los tratamientos empleados en 
esta tesis para gatillar la UPR, adicionalmente es un proceso dinámico, siendo capaz de ser 
atenuado y reactivado dependiendo de la situación a la cual sea sometida la planta de 
Arabidopsis thaliana.  
2. El procesamiento de bZIP60 es un evento órgano y estímulo específico.  
3. La proteína derivada del procesamiento de bZIP60 es capaz de migrar al núcleo. 
  
6.1 Proyecciones  
Manipulación de la UPR para el fomento y producción de proteínas recombinantes (Thomas 
y Walmsley 2014) 
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8. ANEXO   
Tabla 2. Tabulación de datos correspondientes a la pureza, concentración e integridad  
en muestras de RNA.    
Tratamiento Tiempo (hrs) 260/280 Cuant. (ng/μL) RQN 
DMSO 0 1,829 627 8,5 
DMSO 0,25 1,716 726 9,2 
DMSO 0,5 1,906 663 6,9 
DMSO 0,75 1,903 980 9,1 
DMSO 1 1,827 631 8,9 
DMSO 2 1,763 641 8,5 
DMSO 3 1,714 2960 7,5 
DMSO 4 1,795 311 8,1 
DMSO 5 1,742 917 7,4 
Tm 0 1,877 627 9 
Tm 0,25 1,862 1010 8,3 
Tm 0,5 1,904 970 7,4 
Tm 0,75 1,713 907 8,3 
Tm 1 1,904 4210 8,6 
Tm 2 1,876 1030 7,1 
Tm 3 1,851 953 8,3 
Tm 4 1,788 851 7,1 
Tm 5 1,801 1680 7,8 
DTT 0 1,794 737 7,8 
DTT 0,25 1,837 960 8,5 
DTT 0,5 1,819 428 9,2 
DTT 0,75 1,938 266 9,1 
DTT 1 1,934 327 9 
DTT 2 1,86 2110 8,3 
DTT 3 1,846 2060 8,3 
DTT 4 1,886 792 7,2 
DTT 5 1,835 640 7,7 
H2O 0 1,871 1460 8,7 
H2O 0,25 1,798 1380 8,5 
H2O 0,5 1,88 989 8,5 
H2O 0,75 1,943 1050 9,1 
H2O 1 1,845 1100 8,5 
H2O 2 1,929 546 7,5 
H2O 3 1,914 1170 8,2 
H2O 4 1,928 1110 7 
H2O 5 1,724 1100 7,8 
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Figura  1. Análisis de la forma procesada de bZIP60 sintetizada de manera in vitro. 
Amplificación y análisis le la forma procesada de bZIP60 mediante electroforesis en gel de 
agarosa (A) y CE-LIF (B-C). La letra S corresponde a la forma procesada de bZIP60 mientras 
que la letra U corresponde a la forma no procesada de bZIP60, * corresponde a la molécula 
hibrido generado durante la PCR (B-C). El control positivo corresponde a una muestra de 
plántula completa tratada con DTT por 2 horas (A-B-C). LM (low marker), UM (upper marker) 
delimitan la zona de migración para las muestras analizadas. 
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Figura 2. La disminución del procesamiento de bZIP60 no corresponde a la degradación 
de los agentes químicos utilizados.  Análisis cualitativo (A) y cuantitativo (B) del 
procesamiento de bZIP60 en plántulas Col-0 de 7 días de edad utilizando un medio MS liquido 
+ Tm (5 ug/mL) o MS líquido + DTT (2mM) empleados previamente durante 2 horas para 
gatillar la UPR en otro grupo de plantas. 
 
Figura 3. Análisis de RD29b como gen marcador de estrés salino y osmótico. Análisis 
mediante qRT-PCR del gen RD29b utilizando agentes capaces de gatillar estrés salino (NaCl), 
osmótico (Manitol) y una hormona mediadora de estos estreses (ABA) durante los tiempos 
señalados.  
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Figura 4. La carencia de bZIP17 induce un alto procesamiento de bZIP60 bajo 
tratamientos con ácido salicílico.  Análisis cuantitativo del procesamiento de bZIP60 en 
plántulas silvestres Col-0 y mutantes en bZIP17, bZIP28 con 7 días de edad, bajo tratamientos 
con DTT (2mM), SA (0,5 mM), Tm (5ug/mL) y alta temperatura (42ºC) durante 2 horas. 
Todos los experimentos se realizaron al menos tres veces con resultados similares. 
 
